























































Verwendung	 für	 ein	 bekanntes	 Arzneimittel,	 finden	 wir	 nicht	 nur	 einen	 neuen	 antiviralen	
Wirkstoff,	 sondern	 viel	 wichtiger:	 Eine	 neue	 Zielstruktur	 für	 eine	 neue	 Klasse	 zukünftiger	
Virusstatika.		

































cholesterol	 in	 the	 blood.	 The	 treatment	 of	 cancer	 cells	with	 simvastatin	 ends	 in	 the	 expected	
apoptotic	effect.	We	show	a	putative	mechanism,	proven	by	qRT-PCR	data	in	the	cancer	cell	line	
HepG2.	But	 the	 effect	 is	massively	dependent	on	 the	used	 cell	 line.	While	 searching	 for	other	
compounds	in	the	literature,	we	become	aware	of	silvestrol,	an	inhibitor	of	Pim-1.	
The	target	of	silvestrol	is	the	human	helicase	eIF4A,	essential	for	the	cap-dependent	translation	
of	 highly	 structured	5'-UTRs.	 Soon	 it	was	obvious	 that	 this	 target	 is	not	 only	 important	 in	an	
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nicht	nur	sein	Labor	zur	Verfügung,	sondern	half	immer	wieder	mit	einer	neuen	Perspektive	auf	
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Wandel	 und	damit	 ein	durchschnittlich	 höheres	 Lebensalter	 der	








wicht	 der	 Säfte	 entsteht.	 Fast	 zweieinhalb	 Jahrtausende	 später,	




neben	 dem	 Konsum	 von	 Tabak	 und	 der	 Exposition	 gegenüber	
radioaktiver	 oder	 ultravioletter	 Strahlung,	 auch	 verschiedene	
Abbildung	 2:	 Hippokrates	 von	 Kos,	






























Man	 geht	 heute	 davon	 aus,	 dass	 Krebszellen	 bestimmte	
Kennzeichen	 aufweisen,	 die	 sie	 von	 einer	 gesunden	 Zelle	 unter-
scheiden.	 Neben	 einer	 Unabhängigkeit	 von	 Wachstumssignalen,	
bei	 gleichzeitiger	 Unempfindlichkeit	 gegenüber	 Wachstums-
inhibitoren	und	der	Umgehung	der	Apoptose,	kennzeichnen	auch	
das	 Potential	 zur	 permanenten	 Replikation	 und	 die	 anhaltende	
Angiogenese	 Krebszellen	 aus.	 Das	 aber	 entscheidende	Merkmal,	




für	 Krebszellen	 von	 essentieller	 Bedeutung	 zu	 sein	 scheinen.	
Hierzu	gehören	ein	veränderter	Stoffwechsel,	der	eine	andauernde	
Proliferation	 der	 Tumorzellen	 unterstützen	 soll,	 sowie	 das	
Vermögen	 der	 Tumorzelle	 der	 körpereigenen	 Immunantwort	
auszuweichen.	Begünstigt	wird	das	Tumorwachstum	zudem	durch	
eine	Entzündungsreaktion	im	betroffenen	Gewebe	sowie	durch	die	
































Proto-Onkogene,	 Tumor-Supressorgene	 oder	miRNAs	 verändert.	
Onkogene	sind	Gene,	welche	Proteine	codieren,	die	in	die	Kontrolle	
des	 Zellzyklus	 oder	 der	 Apoptose	 involviert	 sind.	 Bei	 den	
Produkten	dieser	Onkogene	unterscheidet	man	sechs	Gruppen:	I)	
Transkriptionsfaktoren,	 II)	Chromatin	 verändernde	Proteine,	 III)	
Wachstumsfaktoren,	 IV)	 Wachstumsfaktor-Rezeptoren,	 V)	











solider	 Tumore	 sind	 die	 Strahlentherapie	 und	 Chemotherapie	
wichtige	Säulen	in	der	onkologischen	Medizin.	Sie	werden	aber	in	
zunehmendem	Maße	von	neueren	Methoden	wie	der	Hormon-	und	
Immuntherapie	 ergänzt.	 Selbst	 patientenindividuelle	 Therapien	

















steht	 unter	 direkter	 Kontrolle	 von	 STAT3	 und	 STAT5,	 die	 bei	 Cytokin-Rezeptor-
Stimmulation	 der	 JAK-Kinasen	 durch	 Interleukine	 oder	 Wachstumsfaktoren	 aktiviert	





die	 Kinase	 konstitutiv	 aktiv	 ist	 und	 keiner	 posttranslationalen	
Modifikation	 bedarf,	 ist	 Ihre	 Aktivität	 direkt	 abhängig	 von	 ihrer	
Konzentration	 in	 der	 Zelle.	 Es	 konnte	 gezeigt	 werden,	 dass	 die	
Expression	von	Pim-1	sowohl	auf	transkriptionaler,	posttranskrip-
tionaler,	 translationaler	 als	 auch	 posttranslationaler	 Ebene	 kon-






MicroRNAs	 (miRNAs)	 sind	 eine	 Familie	 von	 nicht	 codierenden	
kurzen	RNAs,	 die	 sich	häufig	 in	den	 Introns	 verschiedener	Gene	
finden	und	so	 cotranskribiert	werden.	 Sie	haben	eine	Länge	von	
etwa	 21-25	 Nukleotiden	 und	 besitzen	 auf	 posttranskriptionaler	




wurden	 zuerst	 im	 Fadenwurm	 Caenorhabditis	 elegans	 entdeckt,	
kommen	 aber	 in	 nahezu	 allen	 Mehrzellern	 vor.	 (He	 &	 Hannon,	
2004)	
Die	gereiften	miRNAs	entstehen	aus	langen,	teils	doppelsträngigen	






aus	 dem	 Zellkern	 in	 das	 Zytoplasma	 transportiert	 wurden.	 Hier	
wird	 die	 mature	 doppelsträngige	 miRNA	 von	 Helikasen	 aufge-








3‘	 untranslatierten	 Region	 (3‘-UTR)	 von	 messenger	 RNAs	
(mRNAs).	Da	zwar	die	so	genannte	seed	Region,	also	die	Nukleotide	
2	bis	8	vom	5‘	Ende	aus,	komplementär	zur	jeweiligen	Zielsequenz	
sein	 müssen,	 ansonsten	 aber	 Fehlpaarungen	 möglich	 sind,	
kommen	auf	eine	miRNA	bis	zu	200	Zielsequenzen,	wobei	es	auf	







zusammen	 mit	 dem	 sterol	 regulatory	 element-binding	 protein	
(SREBP)	cotranskribiert,	welches	eine	wichtige	Funktion	in	der	Re-
gulation	 des	 Cholesterinstoffwechsels	 hat.	 (Thomas	 et	 al.,	 2012)	
Abbildung	 5:	 Genregulation	 durch	 miRNAs	




















Die	 miRNA	 miR-33a	 reguliert	 neben	 Pim-1	 auch	 Gene	 des	









dieser	 Gruppe	 entdeckt.	 Sie	 wurde	 interessanterweise	 aber	 be-
kannt	unter	dem	Namen	Compactin	 (Abbildung	6),	 da	diese	 von	
Beecham	Pharmaceutical	Research	Laboratory	in	England	bereits	
zuvor	 isoliert	 wurde;	 doch	 Compactin	 zeigte	 keine	 Wirkung	 im	


















Statine	 inhibieren	 durch	 die	 Hemmung	 des	 Enzyms	 HMG-CoA-








Durch	 die	Hemmung	 des	Mevalonsäurestoffwechsels	 (Abbildung	
7)	 kommt	 es	 auch	 zu	 Effekten	 auf	 Zwischenprodukte	 der	 Chol-
esterinbiosynthese.	 Hierzu	 zählen	 auch	 die	 Isoprenoide	 wie	




lassen,	 also	 nicht	 dem	 primären	 Wirkmechanismus	 der	 Statine	
folgen,	 werden	 als	 pleiotrope	 Effekte	 bezeichnet.	 Hierzu	 zählen	
neben	 anderen	 auch	 eine	 antiinflamatorische	 und	 antioxidative	












durch	 Teilung	 vermehren	 können,	 sondern	 sich	 in	 infizierten	






ein	 Kapsid	 darstellt.	 Einige	 Viren	 besitzen	 zudem	 eine	
Lipidmembran	(vgl.	Abbildung	8).	
Es	 gibt	 bei	 Viren	 unterschiedliche	 Zustandsformen:	 i)	
Replikationsaktiver	 Zustand	 –	 repliziert	 sich	 aktiv	 in	 der	Wirts-
zelle.	 ii)	 Latenzzustand	 –	 Integration	 der	 Erbinformation	 in	 das	
Wirtsgenom	 oder	 extrachromosomale	 Erhaltung	 in	 Form	 eines	







oder	 DNA,	 einzel-	 oder	 doppelsträngig,	 Orientierung	 des	
Nukleotidstranges,	 usw.	 ii)	 Form	der	Kapside	 iii)	Vorhandensein	
einer	zusätzlichen	Membranhülle	zum	Kapsid	iv)	Größe	v)	Replika-
tionsort	 innerhalb	 der	 Wirtszelle.	 Für	 die	 weitere	 Unterteilung	
werden	 neben	 serologischen	 Eigenschaften	 auch	
Genomsequenzierungen	hinzugezogen.	(Modrow	et	al.,	2010)	















Die	 Vermehrung	 von	 Viren	 unterscheidet	 sich	 entsprechend	 der	
Art	ihres	viralen	Genoms	deutlich,	doch	lässt	sich	für	alle	Viren	der	
Vermehrungszyklus	 in	drei	Abschnitte	 gliedern:	 	 i)	Replikation,	
die	 Vervielfältigung	 des	 viralen	 Genoms,	 ii)	Genexpression,	 die	
Transkription	 und	 Translation,	 iii)	 Morphogenese,	 den	
Zusammenbau	 und	 die	 Reifung	 zu	 neuen	 Viruspartikeln.	 (Hof,	
Dörries,	 Geginat,	 Schlüter,	 &	 Wendt,	 2017;	 Kayser,	 Böttger,	
Deplazes,	Haller,	&	Roers,	2014)	
Genauer	 unterteilt	 man	 den	 Vermehrungszyklus	 in	 folgende	
Abschnitte	(Abbildung	10):		
1. Adsorption	 des	 Virus	 an	 die	 Wirtszelle	 mittels	







4. Replikation	abhängig	 vom	Virustyp	 im	Zellkern	oder	 im	
Zytoplasma	und	Genexpression.	
5. Zusammenbau	der	neuen	Virusbestandteile	durch	spon-
tane	 Zusammenlagerung.	 Gewährleistung	 der	 korrekten	
Proteinfaltung	unter	Zuhilfenahme	zellulärer	oder	viraler	
Chaperone.	
6. Freisetzung	 der	 fertigen	 Viruspartikeln.	 Dies	 kann	 auf	














gegen	 bestimmte	 Viren,	 ist	 die	 Hygiene	 und	 damit	 auch	 die	
Desinfektion	 ein	 wichtiger	 Bestandteil	 der	 Prophylaxe	 gegen	




Lipidhülle	 gegenüber	 dieser	 Behandlung	 zurückzuführen	 ist.	
Unbehüllte	Viren	hingegen	sind	deutlich	umweltresistenter.	Zu	den	
physikalischen	 Desinfektionsmethoden	 zählen	 neben	 Hitze	 und	
UV-	 auch	 Röntgenbestrahlung.	 Bereits	 das	 Autoklavieren	 kann	
Viren	vollständig	inaktivieren.	(Hof	et	al.,	2017;	Kayser	et	al.,	2014)		
ANTIVIRALE	CHEMOTHERAPIE	
Die	 antivirale	 Chemotherapie	 zielt	 auf	 die	 bereits	 erwähnten	
gemeinsamen	 Abschnitte	 des	 viralen	 Vermehrungszyklus.	
Nachfolgend	 werden	 einige	 Beispiele	 antiviral	 wirkender	
Medikamente	vorgestellt.	
• Adsorption:		
Pleconaril	 lagert	 sich	 in	 die	 Virusoberfläche	 ein	
und	 verdrängt	 dabei	 eine	 für	 die	 Adsorption	
wichtige	Lipidstruktur.		
• Eindringen:		






a. Amantadin	 blockiert	 säureabhängige	 Kationen-
kanäle,	die	vom	Virus	zur	Senkung	des	intraviralen	
Abbildung	 11:	 Ali	 Maow	 Maalin,	 ein	
somalischer	 Koch	 und	 Gesundheitsarbeiter	
aus	 Merca;	 er	 war	 der	 letzte	 bekannte	
Patient	 mit	 natürlich	 vorkommenden	















b. Nicht-nukleosidische	 Inhibitoren	 der	 DNA-
Synthese	besitzen	keine	Nukleosid-ähnliche	Struk-
tur.	 Zu	 dieser	 Gruppe	 zählen	 die	 „non	 nucleoside	






hindert	 so	 die	 Integration	 viralen	 Erbguts	 in	 das	
Wirtsgenom.		
• Genexpression:	
a. Fomivirsen	 ist	 ein	 modifiziertes	 Oligonukleotid,	
komplementär	zu	einer	mRNA	des	Zytomegalivirus	
und	hemmt	so	die	Translation	des	viralen	Proteins.	
Es	muss	 dem	 Patienten	 direkt	 in	 den	 Glaskörper	
des	 Auges	 injeziert	 werden.	 (vgl.	 Fehler!	 V
erweisquelle	konnte	nicht	gefunden	werden.)	
b. Ribavirin	 inhibiert	 als	 Nukleosidanalogon	 die	
Guanylytransferase	 und	 dadurch	 die	 Ausbildung	
von	 5‘-cap-Strukturen.	 Dieser	 Mechanismus	 ist	


















nanntes	 PEG-Interferon,	 eingesetzt.	 Vornehmlich	 werden	 die	
Interferone	 zur	 Therapie	 der	 Hepatitis	 B	 und	 C	 eingesetzt.	 Sie	
binden	an	der	Zelloberfläche	an	Interferonrezeptoren	und	führen	
so	zu	einer	Aktivierung	des	 JAK-STAT	Signalwegs.	Dies	 induziert	
die	 Transkription	 verschiedener	 antiviraler	 Gene	 und	 stimuliert	




sind	 neue	 Ansätze	 in	 der	 Forschung	 nach	 antiviralen	 Therapie-
ansätzen.	In	Anlehnung	an	den	HIV	infizierten	„Berliner	Patienten“,	
der	nach	einer	Stammzelltransplantation	eine	funktionelle	Heilung	
erfuhr,	 zielen	 gerade	 die	 genomischen	Modifikationen	 dabei	 auf	
eine	 vollständige	 Eradikation	 des	 Virus,	 einschließlich	 des	
integrierten	Virusgenoms.	(Badia,	Ballana,	Esté,	&	Riveira-Muñoz,	
2017;	Hütter	et	al.,	2009)		




zielten	 Freisetzung	 im	 gewünschten	 Gewebe	 dar.	 (Badia	 et	 al.,	
2017)	
CRISPR		






fikationen	 auf	 genomischer	 Ebene	
durchzuführen.	
Die	 Nuklease	 Cas9	 kann	 über	 eine	
spezifische	 RNA	 zu	 der	 gewünschten	
Sequenz	geführt	werden	und	die	DNA	
dort	schneiden.	Dies	kann	zu	einer	zu-
fälligen	 Deletion	 bzw.	 Insertion	 und	
dadurch	zu	einer	Zerstörung	des	Gens	
führen.	 Durch	 die	 Nutzung	 einer	
weiteren	RNA	als	Vorlage	mit	der	ge-
wünschten	 Nukleotid-Sequenz,	 kann	


















Kongo.	Bis	heute	 sind	neben	dem	Zaire	 ebolavirus	(ZEBOV),	 vier	
weitere	 Stämme	 bekannt:	 Sudan	 ebolavirus	 (SUDV),	 Bundibugyo	








mentierten	 Ebola-Erkrankten	 und	 11.325	 Todesfällen,	 war	 die	












































































Abbildung	 12:	 Ebolavirus.	 Colorierte	 elektronen-
mikroskopische	 Aufnahme.	 (Frederick	 A.	 Murphy	
(CDC),	n.d.)	
“There	is	no	effective	prophylactic	
protocol	 for	 Ebola.	 The	 available	









tische	 Zellen	 und	 Makrophagen	 die	 ersten	 Zellen,	 die	 infiziert	
werden.	 Die	 Infektion	 breitet	 sich	 dann	 über	 sekundäre	
lymphatische	 Organe,	 wie	 der	 Leber,	 weiter	 aus.	 Durch	 den	
massiven	Befall	antigenpräsentierender	Zellen	kommt	es	zu	einer	
veränderten	 Immunantwort,	 die	 mit	 einer	 unkontrollierten	






Das	 Ebolavirus	 besitzt	 ein	 negativ	 orientiertes,	 einzelsträngiges	
RNA-Genom	mit	einer	Größe	von	etwa	19	kb.	Es	unterteilt	sich	in	
sieben	Gene,	 die	 jeweils	 eine	 eigenständige	 transkirptionale	Ein-
heit	bilden.	Es	werden	nucleoprotein	(NP),	viral	protein	35	(VP35)	




Amarasinghe,	 &	 Basler,	 2015)	 In	 den	 Bereichen	 zwischen	 den	
Genen	liegen	Regulationsbereiche	(regulatory	regions),	die	die	3’-
untranslatierte	 Region	 (UTR)	 des	 vorangehenden	 Gens,	 hoch-
konservierte	Start-	und	Stopsignale	der	Transkription	und	die	5’-
UTR	 des	 nachfolgenden	 Gens	 enthalten.	 Diese	 Start-	 und	
Stopsignale	 können	 entweder	 überlappen	 oder	 durch	 intergen-
ische	Regionen	unterschiedlicher	Länge	voneinander	getrennt	vor-
liegen.	(Neumann,	Watanabe,	&	Kawaoka,	2009)	
Die	 viralen	 mRNAs	 weisen	 5‘-terminal	 in	 ihren	 5’-UTRs	 eine	

















der	 Medizin	 und	 Biologie	 dar.	 Bei	 beiden	 Erkrankungen	 ist	 die	
Proteinbiosynthese	 für	 das	 Verständnis	 ihrer	 Pathogenese	 wie	
ihrer	möglichen	Therapien	besonders	wichtig.		





Im	 Gegensatz	 zu	 Prokaryoten,	 die	 über	 polycistronische	mRNAs	
verfügen	und	bei	denen	die	Translation	parallel	zur	Transkription	
im	gleichen	Kompartiment	 abläuft,	 ist	 die	Transkription	und	die	











Ende	 versehen,	 was	 neben	 einem	 Schutz	 vor	 Abbau	 durch	 Exo-
nukleasen,	 vor	 allem	 auch	 der	 Translationsinitiation	 und	 dem	
Transport	aus	dem	Nukleus	in	das	Cytoplasma	dient.	
Das	 Spleißen	 (splicing)	 kürzt	 die	 Prä-mRNA	 durch	 Deletion	 der	
Introns	und	Ligation	der	Exons	in	korrekter	Reihenfolge.	
Vom	Tailing	spricht	man	bei	der	Verlängerung	der	mRNA	um	einen	
Poly(A)-Schwanz	durch	 die	 Polymerase	 II.	 Auch	 hier	 schützt	 die	
Modifikation	der	mRNA	die	selbige	vor	Abbau	wie	beim	Capping	
und	 dient	 gleichzeitig	 der	 Translationsinitiation.	 Im	 Verlauf	 der	
Initiation	wird	der	Poly(A)-Schwanz	durch	das	Poly(A)-bindende	






• Bildung	 des	 43S	 Präinititationskomplexes	 (PIC).	 Der	
ternäre	 Komplex	 aus	 eIF2,	 GTP	 und	 Met-tRNAi	 bindet	
zusammen	 mit	 anderen	 Initiationsfaktoren	 (eIF1,	 eIF1A,	
eIF3	 und	 eIF5)	 an	 die	 40S	 ribosomale	 Untereinheit	 und	
bildet	so	den	43S	PIC.	
• mRNA	 Aktivierung.	 Durch	 den	 Initiationsfaktor	 eIF4F,	
bestehend	 aus	 dem	 Cap-bindenden	 Protein	 eIF4E,	 dem	
koordinierenden	 Protein	 eIF4G	 und	 der	 Helikase	 eIF4A,	
wird	 die	 zu	 translatierende	 mRNA	 aktiviert.	 Zunächst	
bindet	 eIF4E	 an	 die	 m7G	 Cap-Struktur	 der	 mRNA,	 dann	
entwindet	 eIF4A	 die	 5‘	 terminalen	 Sekundärstrukturen	
und	eIF4G	 führt	durch	Bindung	an	das	Poly(A)	bindende	
Protein	(PABP)	zu	einer	Zyklisierung	der	mRNA.	Außerdem	



















• Scanning.	 Nun	 wandert	 unter	 ATP-Verbrauch	 der	
gebundene	43S	PIC	entlang	der	mRNA	 in	3‘-Richtung,	bis	
durch	 Basenpaarung	 mit	 der	 Met-tRNAi	 das	 Startcodon	
(AUG)	erreicht	wird.	Bei	diesem	Vorgang	befindet	sich	der	
PIC	 in	 einer	 offenen	 Konformation	 und	 die	 Met-tRNAi	
besetzt	 die	 ribosomale	 P-Stelle	 nicht	 vollständig.	 Parallel	
werden	 vorhandene	 Sekundärstrukturen	 von	 Helikasen	




erreicht,	 nimmt	 er	 unter	 Freisetzung	 von	 eIF1,	 eIF5	 und	
eIF2,	 GDP	 und	 Pi	 die	 geschlossene	 Konformation	 ein,	 bei	
der	der	Komplex	 förmlich	 in	die	mRNA	einrastet	und	die	
Met-tRNAi	die	P-Stelle	voll	besetzt.	
• Anlagerung	 der	 60S	 Untereinheit.	 eIF5B	 und	 eIF1A	








Die	 geschätzte	 mittlere	 Halbwertszeit	 von	 mRNAs,	 muriner	
embryonaler	Stammzellen,	 liegt	bei	7,1	Stunden;	und	weniger	als	
100	 mRNAs,	 von	 über	 19.000	 untersuchten	 Genen,	 zeigen	 eine	
Halbwertszeit	von	unter	einer	Stunde.	(Haimov	et	al.,	2015)	Dies	
macht	deutlich,	dass	in	der	Mehrheit	der	Fälle	nur	eine	Regulation	
auf	 Translationsebene	 eine	 zeitnahe	 Steuerung	 der	 Proteinbio-








ten	 Bereiche	 haben	 an	 Länge	 zugenommen,	 die	 5‘-UTRs	 jedoch	




die	 regulativen	 Eigenschaften	 von	 RNA	 nicht	 hauptsächlich	
abhängig	von	der	Primärstruktur,	sondern	ergeben	sich	vielmehr	
aus	der	Struktur,	 die	 sich	 aus	der	Kombination	von	Primär-	und	








Ein	G-Quadruplex	beschreibt	 eine	 extrem	stabile	 Sekundärstruk-
tur,	 die	 sowohl	bei	DNA	als	 auch	bei	RNA	vorkommt.	 Sie	 ist	aus	
mehreren	 planaren,	 übereinander	 liegenden	 Ebenen	 von	 jeweils	
vier	 Guaninen	 aufgebaut.	 Jeweils	 ein	 Guanin	 ist	 über	 eine	
Hoogsteen-Basenpaarung	mit	zwei	weiteren	Guaninen	gebunden.	
Abbildung	 18:	 Cis-wirkende	 regulatorische	 RNA-Strukturen	 in	 eukaryotischen	 5’-
UTRs,	 die	 die	 mRNA-Translation	 beeinflussen.	 Die	 7-Methylguanosin	 (m7G)	 5’	 Cap-
Struktur	 (Kreis)	 am	 5’-Ende,	 sowie	 der	 Poly(A)-Schwanz	 (An)	 am	 3’-Ende,	 fördern	 die	
Translation.	 Die	 5’	untranslatierte	Region	(UTR)	 enthält	 sekundäre	 und	 tertiäre	 Struktur-	
und	 Sequenzelemente.	 RNA-Strukturen	 wie	 pseudoknots,	 hairpins,	 RNA	 G-quadruplexe	
(RG4s),	sowie	upstream	open	reading	frames	(uORFs)	und	upstream	start-codons	(uAUGs)	in-
hibieren	 hauptsächlich	 die	 Translation.	 Wohingegen	 internal	ribosomal	entry	sites	(IRESs)	
die	Translation	unabhängig	von	der	5’	Cap-Struktur	vermitteln.	Andere	RNA-Modifikationen,	
bzw.	RNA-Bindeproteine	(RNPs)	und	lange	nicht	codierende	RNAs	(lncRNAs),	die	mit	RNA-























bilden	 drei	 oder	 mehr	 solcher	 Ebenen	 einen	 G-Quadruplex	 aus.	
(Fay,	Lyons,	&	Ivanov,	2017)		
	
Abbildung	 19:	 RNA	 G-Quadruplex	 in	 eukaryotischen	 Zellen	 (verändert	 nach:	 Guo	 &	
Bartel,	2016)	
Untersuchungen	 der	 RNA	 Sekundärstrukturen	 zeigten,	 dass	 es	
zwar	über	10.000	potentielle	RG4-Motive	in	eukaryotischen	Zellen	
gibt,	 diese	 aber	 überwiegend	 in	 vivo	 nicht	 gefaltet	 in	 der	 Zelle	






Scannen	 der	 5’-UTR	 blockiert.	 (Leppek	 et	 al.,	 2017)	 Eine	 solche	
Blockierung	 des	 ribosomalen	 Scanvorgangs	 wurde	 für	 einen	
potentiellen	 RG4	 des	 Zinkfinger	 Proteins	 Zic-1	 mit	 Hilfe	 eines	
Reportersystems	in	vivo	beschrieben.	(Arora	et	al.,	2008)	
INTERNAL	RIBOSOMAL	ENTRY	SITE	
Die	 virale	 internal	 ribosome	 entry	 site	 (IRES)	 gehört	 zu	 den	 am	
besten	 verstandenen	 regulatorischen	 RNA-Strukturen.	 Die	 Viren	
nutzen	 eine	 IRES	 als	 alternative	 Strategie	um	die	Translation	 zu	
initiieren.	 Die	 IRES	 ermöglicht	 es	 den	 Viren,	 die	 Hemmung	 der	
Translationsinitiation	 bei	 einer	 Infektion	 der	 Wirtszelle	 zu	
umgehen.	Doch	auch	einige	zelluläre	mRNAs	verfügen	über	solche	
Sekundärstrukturen	in	ihrer	5’-UTR,	die	eine	interne	Rekrutierung	











IRES	 umgehen	 die	 Hemmung	 der	 Cap-abhängigen	 Translation	
durch	 Faktoren	 wie	 Stress,	 Mitose,	 Apoptose	 oder	 einer	 viralen	
Infektion	 der	 Zelle.	 (Leppek	 et	 al.,	 2017)	 Eine	 der	 ersten	
beschriebenen	 zellulären	 IRES,	 findet	 sich	 in	 der	 mRNA	 des	
Proteins	 BiP,	 das	die	 schwere	 Kette	 des	 Immunglobulins	 bindet,	
und	 so	 auch	 bei	 einer	 Infektion	mit	 Polioviren	 translatiert	wird.	
(Macejak	&	Sarnow,	1991)	
	
Abbildung	 20:	 Übersicht	 viraler	 IRES-Typen	 (verändert	 nach:	 Jackson,	 T	 Hellen,	 &	
Pestova,	2010)	
Die	 viralen	 IRES	 lassen	 sich	 in	 vier	 Gruppen	 einteilen	 (vgl.	
Abbildung	20),	die	sich	neben	ihrer	Struktur	auch	im	Umfang	der	
Initiationsfaktoren	 unterscheiden,	 die	 für	 eine	 Rekrutierung	 der	
Ribosomen	an	die	mRNA	benötigt	werden.	(Jackson	et	al.,	2010)	
Es	gibt	die	Auffassung,	dass	die	Cap-abhängige	Translationsinitia-
tion,	 wie	 wir	 sie	 heute	 bei	 Eukaryoten	 hauptsächlich	 finden,	
evolutionär	aus	IRES-Elementen	hervorgeht.	(Hernández,	2008)	
	 	
Typ	 1	 (unabhängig	 von	 eIF4E)	
Beispiel:	Poliovirus 
Typ	 2	 (unabhängig	 von	 eIF4E)	
Beispiel:	Encephalomyocarditis-Virus 















































eine	 funktionelle	 Ähnlichkeit	 scheint	 nicht	 gegeben	 zu	 sein,	 so	
deutet	nichts	 auf	 eine	Verbindung	 zur	Translationsinitiation	hin,	
vielmehr	ist	eIF4AIII	Teil	des	Exon-Junction-Komplexes	(EJC)	und	
damit	beteiligt	am	pre-mRNA	Splicing.	Zwar	ging	man	 lange	Zeit	
davon	aus,	 dass	 I	 und	 II	 funktionell	 austauschbar	 seien,	 da	 eine	
Suppression	 von	 eIF4AI	 die	 Transkription	 von	 eIF4AII	 erhöht;	
doch	zeigte	sich,	dass	ein	eIF4AI-defizienter	Phänotyp	nicht	durch	
eIF4AII	 kompensiert	 werden	 kann.	 Die	 beiden	 zytoplasmatisch	
vorkommenden	Isoformen	von	eIF4A	sind	also	in	ihrer	Expression	
mit	 einander	 verbunden,	 scheinen	 sich	 aber	 funktionell	 zu	









ALLGEMEINER	 MECHANISMUS	 DER	 DEAD-BOX	
HELIKASEN	
Im	 Verlauf	 ihrer	 katalytischen	 Aktivität	 durchlaufen	 DEAD-Box	
Helikasen	einen	Kreislauf,	während	dessen	sie	zwei	verschiedene	
Konformationen	 einnehmen,	 eine	 offene	 und	 eine	 geschlossene	
Konformation.	Zunächst	liegt	die	Helikase	in	offener	Konformation,	
also	gelöst	und	ohne	Aktivität,	vor	(Abbildung	22	(1))	und	wechselt	
durch	 Bindung	 von	 ATP	 und	 doppelsträngiger	 RNA	 in	 die	
geschlossene	Konformation	(2).	Dann	wird	die	RNA	Duplexstruk-
tur	 destabilisiert	 und	der	 erste	 Strang	 freigesetzt	 (3).	 Unter	Ab-
spaltung	einer	Phosphatgruppe	wird	auch	der	zweite	RNA-Strang	
freigesetzt	(4)	und	es	kommt	erneut	zur	Konformationsänderung,	




an	 diesem	 Prozess.	 Dies	 führt	 dazu,	 dass	 eIF4A	 drei	 Konforma–
tionen	 einnehmen	 kann.	 In	 Abwesenheit	 von	 Liganden	 nimmt	
eIF4A,	 wie	 alle	 anderen	 DEAD-Box	 Helikasen	 auch	 die	 nicht	
funktionelle	Konformation	an.	Bindet	jedoch	der	Faktor	eIF4G	an	
eIF4A,	 so	 nimmt	 diese	 eine	 halb-offene	 Konformation	 ein	
(Abbildung	23(1)).	Dies	verstärkt	die	ATPase	Aktivität	von	eIF4A	
und	 begünstigt	 somit	 die	 Dissoziation	 des	 zweiten	 RNA-Strangs	
(4),	die	eigentliche	Entwindung	des	RNA-Duplexes	(3)	ist	hiervon	
jedoch	nicht	betroffen.	Der	geschwindigkeitsbestimmende	Schritt	
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Auch	 im	onkogenen	Kontext	 spielt	 eIF4A	eine	wichtige	Rolle.	 So	
konnte	 gezeigt	 werden,	 dass	 bei	 einer	 Form	 der	 Akuten	
Lymphatischen	Leukämie	 (ALL),	 der	T-Zell	ALL,	 die	Onkogenese	
eIF4A	abhängig	ist.	Dies	soll	auf	eine	vermutete	RNA	G-Quadruplex	




1982	 konnten	 King	 et	 al.	 aus	 dem	 ethanolischen	 Extrakt	 der	
Wurzeln	eines	Mahagoniegewächses	der	Gattung	Aglaia,	genauer	
der	 Art	 Aglaia	 elliptifolia,	 der	 eine	 Wirksamkeit	 gegen	
Leukämizellen	 zeigte,	 Rocaglamid	 isolieren	 und	 strukturell	
aufklären.	(Lu	King	et	al.,	1982)	Damit	wurde	Rocaglamid	als	erstes	
Mitglied	 der	 Substanzklasse	 der	 Cyclopenta[b]benzofurane	




Durch	 Cycloaddition	 eines	 Flavonoid-Kerns	 mit	 einem	
Zimtsäureamid-Rest	 entsteht	 das	 Cyclopenta[bc]benzopyran	
Ringsystem	 als	 Hauptintermediat	 der	 Rocaglamidderivat-
Biosynthese	(vgl.	Abbildung	24).	Durch	Umlagerung	der	einzelnen	
Ringe,	 unter	 anderem	 durch	 Ringöffnung	 und	 anschließende	
modifizierte	Zyklisierung,	entstehen	Rocaglamidderivate	mit	ver-
schiedenen	Ringsystemen.	Die	Derivate	 lassen	 sich	 somit	 in	drei	
Hauptgruppen	 unterteilen:	 i)	 Cyclopenta[b]benzofurane	
(Rocaglamide),	 ii)	 Cyclopenta[bc]benzopyrane	 (Thapsakine)	 und	















Bereits	 1991	 wurde	 eine	 8-stufige	 Synthese	 von	 razemischem	
Rocaglamid,	ausgehend	vom	Benzofuran	Intermediat,	beschrieben.	
Wesentlich	 waren	 bei	 dieser	 Synthese	 eine	 intermolekulare	
Michael-Addition	des	Benzofurans	mit	trans-Zimtaldehyd	und	der	



























































zyklisierung	 noch	 weitergeführt	 (Baudouin	 Gerard,	 Sheharbano	
Sangji,	Daniel	J.	O’Leary,	&	John	A.	Porco,	2006;	Baudouin	Gerard,	
Guilford	Jones	II,	&	John	A.	Porco,	2004).	Darauf	aufbauend	konnte	
wenig	 später	das	Rocaglamid-Derivat	 Silvestrol	 (Abbildung	25	 I)	
total-synthetisch	 dargestellt	werden	 (Gerard,	 Cencic,	 Pelletier,	 &	
Porco,	2007;	Pan	et	al.,	2014).		
SILVESTROL	
Silvestrol	 ist	 ein	 Rocaglamid-Derivat,	 das	 aus	 den	 Früchten	 und	










eIF4A	 als	 Bestandteil	 des	 eIF4F-Komplexes	 bedeuten	 und	 somit	
eine	 allgemeine	 Hemmung	 der	 cap-abhängigen	 Translation	
verursachen.	 Die	 inhibitorische	 Wirkung	 kann	 nur	 bei	
Cyclopenta[b]benzofuranen	 (Rocaglamiden)	 beobachtet	 werden;	
Cyclopenta[bc]benzopyrane	 und	 Benzo[b]oxopine	 weisen	 diese	
Eigenschaft	nicht	auf.	(Cencic	et	al.,	2009)	
Eine	 transkriptomweite	 Untersuchung	 des	 Effekts	 von	 Silvestrol	
auf	die	Translationseffizienz	hat	gezeigt,	dass	die	Bedeutung	von	
eIF4A	 bei	 der	 Translationsinitiation	 sowohl	 mit	 einer	
überdurchschnittlichen	 Länge	 und	 Sekundärstruktur	 als	 auch	
einem	 vergleichsweise	 geringen	 prozentualen	 GC-Gehalt	 der	
entsprechenden	 5‘-UTRs	 korreliert.	 Obwohl	 es	 nach	 der	
Behandlung,	 auf	das	 gesamte	Genom	gesehen,	 keine	 signifikante	
Reduktion	der	Translation	gibt,	zeigen	von	über	8000	untersuchten	
































Genen,	 etwa	 280	 eine	 deutliche	 Abhängigkeit	 von	 der	 Helikase-
Aktivität	des	Initiationsfaktors	4A.	(Rubio	et	al.,	2014)	
PHARMAKOKINETIK	
Silvestrol	 (Abbildung	 26	 I)	 zeigt	 in	 Mäusen	 sowohl	 nach	
intravenöser	 als	 auch	 nach	 intraperitonealer	 Gabe	 eine	 100	 %	
Bioverfügbarkeit,	 nach	peroraler	Gabe	 liegt	diese	 jedoch	nur	bei	
1,7	%.	Der	Hauptmetabolit	scheint	die	inaktive	Silvestrolsäure	(II)	
zu	 sein.	 Sowohl	 in	 murinem,	 wie	 humanem	 Plasma	 können	 6	
Stunden	 nach	 Applikation	 noch	 etwa	 60	 %	 der	 ursprünglichen	
Plasmakonzentration	nachgewiesen	werden.	Lediglich	bei	Ratten	
wird	 bereits	 nach	 10	Minuten	 eine	 vollständige	Metabolisierung	













































ausschließt,	 ist	 es	 unerlässlich	 möglichst	 sterile	 Bedingungen	
aufrecht	 zu	 erhalten.	 Hierzu	 werden	 alle	 Arbeiten	 mit	 den	
eukaryotischen	Zellen	in	einer	Reinluftwerkbank	(Thermo	Fischer	
Scientific	Inc.,	Waltham	MA,	USA)	durchgeführt.	Die	Zellen	werden	
bei	37°C	und	5	%	CO2	 in	 einem	Brutschrank	(NuAire,	 Plymouth,	
USA)	mit	befeuchteter	Atmosphäre	kultiviert.		
BESTIMMUNG	DER	ZELLZAHL	





Fischer	 Scientific	 Inc.,	 Waltham	 MA,	 USA)	 versetzt	 und	





stabile	 Transfektionen	 unterschieden.	 Die	 hier	 beschriebene	
Methode,	mittels	LipofectaminTM	2000	(Thermo	Fischer	Scientific	
Inc.,	Waltham	MA,	USA),	dient	der	transienten	Transfektion.	









Für	 die	 Transfektion	 von	 Plasmiden	 werden	 2·104	 Zellen	
(Krebszelllinien)	pro	Well	ausgesät	und	24	Stunden	in	200	µL	des	
entsprechenden	Mediums	inkubiert	(37°C,	5	%	CO2).	Am	Folgetag	
wird	 die	 eigentliche	 Transfektion	durchgeführt.	 Hierzu	wird	das	
Minimalmedium	 Opti-MEMTM	 |	 Reduced	 Serum	 Media	 (Thermo	
Fischer	 Scientific	 Inc.,	Waltham	MA,	 USA)	 verwendet	 und	dieses	
findet	auch	für	alle	Verdünnungen	Anwendung.	Zunächst	wird	in	
den	zu	behandelnden	Wells	das	Medium	vorsichtig	abgesaugt	und	
durch	 100	µL	 Minimalmedium	 ersetzt.	 Anschließend	 wird	 eine	
Lipofectamin-Plasmid-Lösung	vorbereitet.	Diese	Lösung	setzt	sich	
zu	gleichen	Teilen	aus	einer	Lösung	von	500	ng/µL	Plasmid-DNA	
und	 einer	 Lösung	 20	µL/mL	 LipofectaminTM	 2000	 zusammen	
(entspricht	100	ng	DNA	und	0,2	µL	LipofectaminTM	2000	pro	Well).	
Bevor	 in	 jedes	 Well	 10	µL	 dieser	 Lipofectamin-Plasmid-Lösung	
pipettiert	 wird,	 muss	 die	 Lösung	 für	 15	Minuten	 bei	
Raumtemperatur	 inkubiert	 werden.	 Wenn	 die	 Behandlung	 aller	
Wells	abgeschlossen	ist,	werden	die	Zellen	für	vier	bis	fünf	Stunden	
im	 Brutschrank	 inkubiert	 (37°C,	 5	%	 CO2).	 Im	 Anschluss	 kann	
zusammen	mit	einem	Wechsel	des	Medium	zurück	zum	jeweiligen	





aber	 zum	 Abbau	 von	 Protein	 kodierende	 einzelsträngige	 RNAs	
führen.	 siRNAs	 sind	 Bestandteil	 des	 so	 genannten	 RNA-induced	
silencing	 complexes	 (RISC),	 und	damit	 ein	wichtiger	 Bestandteil	
der	RNA-Interferenz.	Hierunter	versteht	man	einen	Mechanismus	







Der	 Einsatz	 von	 siRNAs	 kann	 auch	 in	 der	 Forschung	 genutzt	
werden,	 um	 gezielt	 dem	 Knockdown	 von	 Genen	 mittels	 RNA-
Interferenz	 zu	 erreichen.	 Die	 Transfektion	 der	 siRNA	 geschieht	




Um	 eine,	 der	 Zelllinie	 angepasste,	 Zelldichte	 zu	 gewährleisten,	
werden	die	Zellen	zweimal	die	Woche	passagiert.	Hierzu	werden	
die	 adhärenten	 Zellen	 zunächst	 mit	 PBS	 gewaschen	 um	
Zelltrümmer	 und	 Stoffwechselprodukte	 zu	 entfernen.	
Anschließend	werden	die	Zellen	mit	Trypsin/EDTA Lösung (0,25 % 
(w/v) Trypsin, 0,53 mM EDTA) 5	Minuten	 lang	 bei	 37°C	 im	
Brutschrank	 inkubiert,	 um	 sie	 von	 der	 Oberfläche	 der	
Zellkulturflasche	 abzulösen.	 Die	 abgelösten	 Zellen	 werden	 im	




Medium	 überführt.	 Die	 verwendeten	 Medien	 und	

















Bei	 der	 Zelllinie	 LS174T	 handelt	 es	 sich	 um	 Zellen	 des	
Kolonkarzinoms	einer	58-jährigen	kaukasischen	Frau.	 (vgl.	ATCC	
n.d.)	
























von	 LS174T	 Zellen.	 (verändert	 nach:	
ATCC)	
Abbildung	30:	Mikroskopische	Ansicht	











Die	 Primärzellen	 werden	 aus	 dem	 Leukozytenfilm,	 dem	
sogenannten	Buffy-Coat,	gewonnen.	Dieser	wird	nach	vorheriger	
schriftlicher	 Anforderung	 von	 der	 Blutbank	 des	 Universitäts-
klinikums	Gießen	und	Marburg	bezogen.	Um	die	spenderbedingten	
Schwankungen	 auszugleichen,	 werden	 die	 gewonnenen	






AG&Co,	 Nürnbrecht,	 Deutschland)	 zunächst	 20	mL	 Ficoll	 (Axis-
Shield	PoC	AS,	Oslo,	Norwegen)	mit	25	mL	Buffycoat	überschichtet.	
Dabei	 dürfen	 sich	 die	 Phasen	 nicht	 vermischen.	 Es	 folgt	 eine	
Zentrifugation	 (800g,	 20°C,	 20	 Minuten)	 mit	 ausgeschalteter	
Bremse.	 Der	 entstandene	 weiße	 Leukozyten-Ring	 wird	 nun	
abgenommen	und	in	einer	frischen	50	mL	Schraubröhre	mit	50	mL	
PBS	 (Lonza	 Ltd.,	 Basel,	 Schweiz)	 resuspendiert	 und	 dann	




einer	 weiteren	 Zentrifugation	 (300g,	 4°C,	 8	Minuten)	 wird	 der	
Überstand	 erneut	 abgenommen	 und	 die	 Zellen	 können,	 in	 RPMI	
1640	 mit	 300	mg/L	 L-Glutamin	 (Lonza	 Ltd.,	 Basel,	 Schweiz)	


























in	 500	µL	 MACS	 Puffer	 resuspendiert	 werden.	 In	 den	 MACS	
Separator	 (Militenyi	 Biotec	 GmbH,	 Bergisch	 Gladbach,	
Deutschland)	wird	 die	passende	MACS	 Column	 (Militenyi	 Biotec	
GmbH,	Bergisch	Gladbach,	Deutschland)	eingespannt	und	mit	3	mL	
kaltem	 MACS	 Puffer	 equilibriert,	 ehe	 die	 Zellsuspension	 auf	 die	
MACS	Column	aufgebracht	wird.	Der	Durchfluss	wird	verworfen	
und	 die	 MACS	 Column	 dreimal	 mit	 3	mL	 kaltem	 MACS	 Puffer	
gewaschen.	Nun	wird	die	MACS	Column	aus	dem	MACS	Separator	
entnommen	und	die	Monozyten	mit	5	mL	kaltem	MACS	Puffer	 in	
ein	 15	mL	 Schraubröhre	 eluiert.	 Mit	 Hilfe	 einer	
Neubauerzählkammer	 (Marienfeld,	 Lauda-Königshofen,	
Deutschland)	 wird	 die	 erhaltene	 Zellzahl	 unter	 dem	
Lichtmikroskop	(Leica,	Wetzlar,	Deutschland)	bestimmt.	
MONOZYTEN	DIFFERENZIERUNG	
Die	 zuvor	 isolierten	 Monozyten	 werden	 zu	 Makrophagen	 des	
proinflammatorischen	 Phänotyps	 M1	 differenziert,	 indem	 diese	





Es	 werden	 8·105	 Zellen	 pro	 Well	 in	 100	µL	 RPMI	1640	 mit	
300	mg/L	L-Glutamin	(Lonza	Ltd.,	Basel,	Schweiz)	ausgesät.	Nach	
2	Stunden	 Inkubation	bei	37°C	und	5	%	CO2	wird	 jedes	Well	mit	
100	µL	 2X	 Serum-Faktor-Mix	 (4	%	 defibriniertem	 off-the-clot	
Humanserum	 AB	 (Biochrom	 GmbH,	 Berlin,	 Deutschland)	 und	
20	ng/mL	GM-CSF	 (Thermo	 Fischer	 Scientific	 Inc.,	Waltham	MA,	
USA)	 in	RPMI	1640	mit	300	mg/L	L-Glutamin)	substituiert.	Nach	
72	Stunden	Inkubation	(37°C,	5	%	CO2)	wird	ein	halber	Medium-
wechsel	 durchgeführt.	 Hierzu	 werden	 100	µL	 Medium	
abgenommen	 und	 durch	 100	µL	 frisches	 Medium	 ersetzt	 (4	%	
defibriniertem	 off-the-clot	 Humanserum	 AB	 in	 RPMI	1640	 mit	
300	mg/L	 L-Glutamin).	 Weitere	 96	Stunden	 später	 sind	 die	
Monozyten	weitgehend	zu	Makrophagen	differenziert	und	können	
entsprechend	 dem	 Versuchsaufbau	 mit	 Silvestrol	 bzw.	 DMSO	
behandelt	 werden.	 Hierzu	 wird	 das	 gesamte	Medium	 abgesaugt	
und	durch	frisches	Medium	(RPMI	1640	mit	300	mg/L	L-Glutamin	
und	 2	%	 defibriniertem	 off-the-clot	 Humanserum	 AB)	 ersetzt,	









Zellen	 einem	wasserlösliches	 Tetrazoliumsalz	 ausgesetzt.	 Dieses	
wird	 in	 intakter	 Zellen	durch	 zelleigene	Dehydrogenasen	 in	 den	







Vorgehen	 bei	 Makrophagen	 abweicht	 (vgl.	 Monozyten	
Differenzierung).	 Dann	 werden	 die	 Zellen	 mit	 den	 zu	
untersuchenden	 Substanzen	 in	 den	 jeweiligen	 Konzentrationen	
behandelt	und	weiter	inkubiert.	Am	Ende	der	Behandlung	wird	das	
Medium	 abgenommen	 und	 die	 Zellen	 vorsichtig	mit	 PBS	 (37°C)	
gewaschen.	 Jedes	 zu	 untersuchende	Well	wird	mit	 110	µL	 einer	
Lösung	 (10:1)	 von	 PBS	 und	 Cell	 Proliferation	 Reagent	 WST-1	
(Merck,	 Darmstadt,	 Deutschland)	 überschichtet	 und	 für	 etwa	 3	






mit	 Hilfe	 des	 Caspase-Glo®	 3/7	 Assays	 (Promega	 GmbH,	
Mannheim,	 Deutschland)	 über	 eine	 Lumineszenz	 Reaktion	
durchgeführt.	 In	 eine	 schwarze	 96	 Well	 Zellkulturplatten	 mit	
transparentem	Boden	(Eppendorf,	Hamburg,	Deutschland)	werden	
1,4·104	 Zellen	 (Krebszelllinien)	 bzw.	 8·105	 (primäre	 Zellen)	 pro	
Well	 ausgesät	und	 zunächst	 für	24	Stunden	 inkubiert	 (37°C,	5	%	


























Inkubation	 wird	 das	 Medium	 vorsichtig,	 aber	 restlos	 abgesaugt	
und	 durch	 jeweils	 50	µL	 frisches	 Medium	 (Raumtemperatur)	
ersetzt.	Außerdem	werden	in	jedes	Well	50	µL	des	nach	Hersteller-
angaben	 vorbereiteten	 Reagenzes	 (ebenfalls	 Raumtemperatur)	
zugegeben	 und	 durch	 viermaliges	 Auf-	 und	 Abpipettieren	
sorgfältig	gemischt.	Zu	den	eigentlichen	Proben	werden	zusätzlich	





Der	 ApoTox-Glo™	 Triplex	 Assay	 (Promega	 GmbH,	 Mannheim,	
Deutschland)	ermöglicht	die	Bestimmung	aller	drei	Parameter	in	
einem	 Well.	 In	 einer	 schwarzen	 96	 Well	 Zellkulturplatte	 mit	
transparentem	Boden	(Eppendorf,	Hamburg,	Deutschland)	werden	
1·104	 Zellen	 pro	 Well	 in	 100	µL	 Medium	 ausgesät	 und	 für	
24	Stunden	 inkubiert	 (37°C,	 5	%	 CO2).	 Anschließend	 erfolgt	 die	
Behandlung	der	Zellen	und	eine	weitere	 Inkubation,	bei	gleichen	
Bedingungen	 für	 48	Stunden.	 In	 jedes	 Well	 werden	 20	μl	 des	
Viability/	 Cytotoxicity	 Reagenz	 gegeben	 und	 durch	 vorsichtiges	
Auf-	 und	 Abpipettieren	 gemischt,	 dann	 bei	 37°C	 für	 30	Minuten	
inkubiert	 und	 die	 Fluoreszenz	 am	 Safire2TM	 (Tecan,	 Crailsheim,	
Deutschland)	 gemessen.	 Die	 Viabilität	wird	 bei	 400Ex/505Em,	 die	
Zytotoxizität	 bei	 485Ex/520Em	 bestimmt.	 Im	 Anschluss	 werden	
100	µL	 Caspase-Glo®	 3/7	 Reagenz	 zugegeben	 und	 die	
Zellkulturplatte	für	30	Minuten	bei	Raumtemperatur	inkubiert.	Es	













gegeben.	 Entsprechend	 der	 Zellviabilität	 wird	 das	 zugesetzt	 MT	
Cell	 Viability	 Substrat	 in	 der	 Zelle	 reduziert	 und	 anschließend	
wieder	 in	 den	 extrazellulären	 Raum	 ausgeschieden,	 wo	 es	 der	
Luciferase	 als	 Substrat	 dient.	 Die	 Viabilität	 ist	 proportional	 zur	
Luciferseaktivität	und	durch	die	Bestimmung	der	Lumineszenz	mit	








Mit	 dem	 Dual-Luciferase-Assay	 wird	 sowohl	 die	 Wirkung	
verschiedener	Substanzen	auf	die	Translationeffizienz,	als	auch	die	




IRES	 reguliert	 wird,	 und	 als	 Transfektionskontrolle	 dient.	 Zum	
anderen	kodieren	die	Plasmide	eine	Firefly-Luciferase,	der	5‘	zum	
Startcodon	die	zu	untersuchenden	5‘-UTR	vorangestellt	 ist.	Nach	
der	 Transfektion	 erfolgt	 die	 Behandlung	 der	 Zellen	 mit	 den	 zu	
untersuchenden	Substanzen	oder	 Silvestrol	 als	 einem	bekannten	
eIF4A-Inhibitor.	
In	 eine	 schwarze	 96	 Well	 Zellkulturplatten	 mit	 transparentem	
Boden	 (Eppendorf,	 Hamburg,	 Deutschland)	 werden	 1,4·104	
HepG2-Zellen	 pro	 Well	 ausgesät	 und	 zunächst	 für	 24	Stunden	
inkubiert	(37°C,	5	%	CO2).	Am	folgenden	Tag	werden	die	Zellen	mit	
den	entsprechenden	Plasmiden	transfiziert	(vgl.	Transfektion)	und	
mit	 den	 zu	 untersuchenden	 Substanzen	 in	 entsprechenden	
Konzentrationen	 behandelt.	 Als	 Kontrolle	werden	die	 Zellen	mit	
DMSO	 behandelt	 um	 im	 Anschluss	 auf	 diese	 normalisieren	 zu	
können.	Nach	48	Stunden	 Inkubation	(37°C,	5	%	CO2)	 erfolgt	die	











eIF4A	 zu	 prüfen,	 wird	 diese	 Helikase	 durch	 siRNA	 gezielt	
ausgeschaltet.	 Als	 Kontrolle	 dient	 eine	 unspezifische	 siRNA,	 die	
keinen	Effekt	in	den	Zellen	zeigt.		
Die	 Durchführung	 des	 erweiterten	 Dual-Luciferase-Assays	




Die	 Durchführung	 des	 Helikase-Assays	 orientiert	 sich	 an	 den	
Protokollen	aus	zwei	Veröffentlichungen	(Cencic,	Galicia-Vázquez,	
&	 Pelletier,	 2012;	 Rogers,	 Richter,	 &	 Merrick,	 1999).	 Da	 in	 der	
Arbeit	 der	 begonnene	 Entwicklungsprozess	 der	 Methode	
beschrieben	 wird,	 kann	 hier	 nur	 beispielhaft	 eine	 getestete	






















Die	 vorbereiten	 Ansätze	 werden	 dann	 mit	 verschiedenen	
Konzentrationen	des	Inhibitors	(z.B.	Silvestrol)	versetzt	und	nach	
entsprechender	 Inkubation	 die	 Reaktion	 mit	 Hilfe	 eines	 3X	
StopPuffers	 die	 Reaktion	 abgestoppt.	 Anschließend	 werden	 die	

































































MasterMix	A	 5	µL	 5	µL	 5	µL	 5	µL	 5	µL	 5	µL	 5	µL	
ddH2O	 5	µL	 5	µL	 1	µL	 -	 -	 -	 -	
Silvestrol	10	nM	 -	 -	 -	 1	µL	 -	 -	 -	
Silvestrol	50	nM	 -	 -	 -	 -	 1	µL	 -	 -	
Silvestrol	100	nM	 -	 -	 -	 -	 -	 1	µL	 -	








EnzymeMix	 -	 -	 4	µL	 4	µL	 4	µL	 4	µL	 4	µL	
	 4	°C	hold	 20	°C,	15	min	











Dies	 wird	 genutzt	 um	 DNA	 und	 RNA	 nach	 ihrer	 Länge	
aufzutrennen.	Unterschiedlich	lange	Nukleinsäuren	bewegen	sich	
unterschiedlich	schnell	durch	eine	Gelmatrix	in	einem	elektrischen	
Feld.	 Diese	 Gelmatrix	 kann	 sowohl	 mit	 Hilfe	 von	 Agarose	 oder	
Polyacrylamid	gebildet	werden.	
AGAROSE-GELELEKTROPHORESE	
Das	 Gel	 kann	 je	 nach	 der	 gewünschten	 Auftrennung	 mit	
Konzentrationen	von	0,5	%	bis	zu	4	%	(m/V)	Agarose	(Carl	Roth	
GmbH	+	Co.	KG,	Karlsruhe,	Deutschland)	gegossen	werden.	Hierzu	
wird	 die	 entsprechende	 Menge	 Agarose	 mit	 TBE-Puffer	 (mit	
entionisiertem	Wasser	 aus	 10X	 TBE	 (Carl	 Roth	 GmbH	 +	 Co.	 KG,	
Karlsruhe,	Deutschland))	in	der	Mikrowelle	bis	zum	Sieden	erhitzt	
und	 nach	 kurzem	 Abkühlen	 mit	 0,1	µL/mL	 GelRed®	 (VWR	
International	 GmbH,	 Darmstadt,	 Deutschland)	 für	 die	 spätere	
Detektion	 unter	 UV-Licht	 versetzt.	 Dann	 wird	 das	 Gel	 in	 der	





Die	 Gelelektrophorese	 mit	 Polyacrylamid	 (PAA)	 Gelen	 wird	 bei	
kleinen	 Nukleinsäure	 Fragmenten	 eingesetzt.	 Sie	 kann	 sowohl	
nativ	 als	 auch	 denaturierend,	 also	 unter	 Zusatz	 von	 Harnstoff,	
durchgeführt	werden.	Die	Gele	werden	zwischen	zwei	Glasplatten	
gegossen,	 die	 durch	 Plastikstreifen	 voneinander	 getrennt	 sind,	




definiert.	 Die	 Gelmatrix	 selbst	 entsteht	 durch	 eine	 radikalische	
Polymerisation	 von	 Acrylamid	 und	 Bisacrylamid.	 Durch	 deren	
Konzentrationsverhältnis	 untereinander	 und	 der	 eingesetzten	
Endkonzentration	 von	 beiden	 Bestandteilen	 im	Ansatz,	wird	die	






Die	 PAA	 Konzentration	 variiert	 nach	 der	 Länge	 der	 zu	
untersuchenden	Nukleinsäuren.	Um	die	Polymerisationsreaktion	
zu	 starten,	 werden	 dem	 Ansatz	 0,01	 Teile	 einer	 Ammonium-
peroxodisulfat-Lösung	10	%	(aus	APS,	Carl	Roth	GmbH	+	Co.	KG,	
Karlsruhe,	Deutschland)	und	0,1	Teile	Tetramethylethylendiamin	
(TEMED,	 Carl	 Roth	 GmbH	 +	 Co.	 KG,	 Karlsruhe,	 Deutschland)	
zugesetzt.	Nach	dem	Gießen	der	Gele	dauert	es	etwa	30	Minuten	
bis	diese	ausgehärtet	sind.		
Die	 Gelelektrophorese	 wird	 vertikal	 durchgeführt	 und	 als	
Laufpuffer	 1X	 TBE	 (aus	 10X	 TBE	 mit	 entionisiertem	 Wasser)	
verwendet.	Die	Proben	werden	mit	Probenpuffer	 (Tabelle	4)	 im	
Verhältnis	 1:1	 auf	 das	 Gel	 aufgetragen	 und	 werden	 dann	
elektrophoresiert.	Das	Laufverhalten	kann	über	die	Komigration	
(Tabelle	 6)	 der	 beiden	 Farbstoffe	 Bromphenolblau	 (BPB)	 und	








Harnstoff	 480	g	 480	g	 -	





























Hilfe	 von	 Röntgenspeicherfolien	 und	 eines	 Phosphorimagers	
ausgewertet	oder	sie	werden	mit	einem	interkalierenden	Farbstoff	
wie	Ethidiumbromid	(CarlRoth	GmbH+Co.	KG,	Karlsruhe,	Deutsch-









bis	 zu	 einem	 Jahr	 bei	 -80	°C	 gelagert	werden,	 bevor	 sie	 weiter-
verarbeitet	werden.		
Mit	Hilfe	des	Kits	 können	kleine	 (<200	nt)	und	große	 (>200	nt)	
RNAs	 entweder	 in	 getrennten	 Fraktionen	 aufgereinigt	 werden	
oder	 zusammen	 in	 einer.	 Für	die	 in	dieser	Arbeit	beschriebenen	




Um	 DNA	 aufzureinigen,	 wird	 zunächst	 eine	 Agarose-
Gelelektrophorese	 durchgeführt	 (vgl.	Agarose-Gelelektrophorese).	
Im	Anschluss	wird	die	Bande	mit	dem	gesuchten	DNA-Fragment	
mit	 einem	 Skalpell	 unter	 UV-Licht	 aus	 dem	 Gel	 ausgeschnitten,	
wobei	die	UV-Exposition	so	gering	wie	möglich	zu	halten	 ist.	Die	
DNA	 wird	 dann	 entsprechend	 den	 jeweiligen	 Herstelleranweis-
ungen	mit	dem	Wizard®	SV	Gel	and	PCR	Clean-Up	System	(Promega	
GmbH,	 Mannheim,	 Deutschland)	 oder	 dem	 Monarch®	 DNA	 Gel	












Zur	 Gewinnung	 von	 Plasmid	 DNA,	 werden	 E.	 coli	 DH5α	 mittels	
Hitzeschock	mit	dem	betreffenden	Plasmid	transformiert	(vgl.			
Transformation).	
Aus	 5	mL	 Übernachtkulturen	 (LB	 Medium	 mit	 100	µg/mL	
Ampicillin)	wird	dann	die	Plasmid	DNA	mit	dem	GeneJET	Plasmid	
Miniprep	Kit	 (Thermo	Fischer	 Scientific	 Inc.,	Waltham	MA,	USA)	
nach	Herstellerprotokoll	isoliert.	
KONZENTRATIONSBESTIMMUNG	
Die	 Konzentration	 von	 Nukleinsäuren	 wird	 photometrisch	 be-
stimmt.	 Hierzu	 werden	 2	µL	 der	 zu	 untersuchenden	 Lösung	 am	
UV5	Nano-Spektrometer	 (Mettler-Toledo	 International	 Inc.,	
Greifensee,	 Schweiz)	 aufgetragen	 und	 die	 Absorption	 gemessen.	
Als	 Nullabgleich	 dient	 das	 jeweilige	 Lösungsmittel,	 in	 dem	 die	
Nukleinsäure	gelöst	ist.	Das	Gerät	zeichnet	die	Absorption	über	den	
Wellenlängenbereich	von	190	bis	1100	nm	auf.	Das	 so	 erhaltene	
Absorptionsspektrum	 ermöglicht	 neben	 der	 Bestimmung	 der	






Phenol	 zu.	 Die	 Qualität	 der	 Aufreinigung	 wird	 über	 deren	












Die	 Berechnung	 der	 Konzentration	 leitet	 sich	 vom	 Lambert-
Beerschen	Gesetz	 ab	und	erfolgt	nach	der	 folgenden	Formel.	Als	




































Alles	 Schritte	 werden	 auf	 Eis	 durchgeführt.	 Zunächst	 wird	 ein	
Master-Mix	 (4	µL	 5X	Reaction	 Buffer,	 2	µL	 10	mM	 dNTPs	 und	
entweder	 1	µL	 Reverse	 Transkriptase	 (Revert	 aid	 H	 minus	 RT;	
Thermo	Fischer	Scientific	Inc.,	Waltham	MA,	USA)	oder	1	µL	ddH2O,	





auf	 Eis	 inkubiert.	 Dem	 Ansatz	 werden	 7	µL	 des	 Master-Mixs	
zugegeben	 und	 anschließend	 werden	 die	 Proben	 erneut	 in	 den	







Capillary	 Mix	 2X,	 SYBR	 Green	 (Thermo	 Fischer	 Scientific	 Inc.,	
Waltham	 MA,	 USA)	 und	 5	µL	 ddH2O.	 In	 einer	 MicroAmp™	 Fast	
Optical	96-Well	Reaction	Plate,	0.1	mL	(Thermo	Fischer	Scientific	
Inc.,	 Waltham	 MA,	 USA)	 werden	 4	µL	 der	 cDNA-Verdünnung	
vorgelegt	 und	 mit	 16	µL	 des	 Master-Mixs	 ergänzt.	 Die	 96-well	
Platte	 wird	 im	 Anschluss	 mit	 einer	 selbstklebenden	 Folie,	
MicroAmp™	Clear	Adhesive	Film	 (Thermo	Fischer	 Scientific	 Inc.,	












Die	 Auswertung	 der	 so	 erhaltenen	 Daten	 erfolgt	 nach	 der	 2−ΔΔCt	
Methode.	(vgl.	Livak	and	Schmittgen,	2001)	
QPCR	VON	MIRNAS	
Für	 die	 relative	 Quantifizierung	 der	 miRNA	 Level	 von	 miR-33a	
gegen	 das	 Referenzgen	 U6	 wird	 das	 Kit	 „miRCURY™	 LNA™	
Universal	RT	microRNA	PCR“	in	Kombination	mit	dem	„miRCURY	
LNA	 SYBR	 Green	 PCR	 Kit“	 (Exiqon,	 Vedbaek,	 Denmark)	
entsprechend	den	Herstelleranweisungen	verwendet.	Die	Messung	
erfolgt	ebenfalls	entsprechend	den	Herstellerangaben	und	wird	in	
einem	 QuantStudio	 3	 Real-Time	 PCR	 System	 (Thermo	 Fischer	
Scientific	 Inc.,	Waltham	MA,	USA)	durchgeführt.	Die	Auswertung	






































5‘-OH	 der	 RNA	 mit	 Hilfe	 von	 g-32P-ATP	 und	 einer	 T4	
Polynukleotidkinasen	 (PNK)	 phosphoriliert.	 Das	 verwendete	
Substrat	ist	vollständig	synthetisch	hergestellt	worden	und	verfügt	
somit	 über	 keine	 bestehende	 5‘-Phosphorilierung	 die	 zunächst	
entfernt	werden	müsste.		










vortexen,	 dann	 für	 min.	 30	Minuten	 bei	 -18	°C	 inkubieren;	
zentrifugieren	 (1	Stunde,	 4	°C))	 und	 resuspendiert	 (Überstand	
abnehmen;	 Pellet	 trocknen	 (5	Minuten,	 RT);	 in	 10	µL	 ddH2O	
resuspendieren;	anzentrifugieren).	Die	Aktivität	des	Ansatzes	wird	















diese	 10	Minuten	 auf	 65	°C	 im	 PCR-Cycler	 erhitzt	 und	 dann	
10	Minuten	 bei	 Raumtemperatur	 langsam	 abgekühlt,	 ehe	 1,2	µL	
einer	 300	mM	 MgCl2	 Lösung	 zugegeben	 werden.	 Dieser	 Ansatz	
















Die	 RNA	wird	 für	 45	Sekunden	 bei	 95	°C	 einer	 10	mM	Na2CO3	 /	























schneiden.	 Daher	 wird	 der	 Verdau	 einmal	 unter	 nativen	























beiden	 Luciferasen	 auch	 verschiedene	 andere	Merkmale.	 Hierzu	
gehören	 neben	 einer	 Ampicillinresistenz	 auch	 der	 HSV	 TK	
Promotor,	 der	 die	 Transkription	 der	 Luciferasen	 steuert.	 Die	
praktische	 Durchführung	 der	 Klonierung,	 vieler	 der	 in	 dieser	
Arbeit	 gezeigten	 Kostrukte,	 wurden	 von	 Wiebke	 Obermann	 im	
Rahmen	einer	 von	mir	betreuten	Masterarbeit	durchgeführt.	Die	





Abbildung	 37:	 Ausschnitt	 der	 Plasmidsequenz.	 Die	 Nukleotidsequenz	 des	 Plasmids	
pFR_HCV_xb+Pim-1	im	Bereich	der	Pim-1	5‘-UTR.	







ung	 notwendigen	 Primer	 zu	 designen	 und	 gewährleistet	 gleich-








schnittstellen	 zu	 klonieren	 (Abbildung	 38).	 Dafür	 ist	 es	 lediglich	
notwendig,	 dass	 die	 einzelnen	 Fragmente	 einen	 ausreichend	
















Abbildung	 38:	 Gibson	 Assembly.	 Schematische	
Darstellung	der	Methode.	(Biolabs,	2012)	
Abbildung	 39:	 Site-directed	 Mutagenesis.	
Schematische	 Darstellung	 –	 Oben:	 Primer	 mit	






Um	Templat-DNA	 aus	 den	 PCR-Ansätzen	 zu	 entfernen,	wird	mit	
Hilfe	 des	 Restrictionsenzyms	 DpnI	 gezielt	 methylierte	 DNA	
abgebaut.	Hierzu	wird	das	Enzym	FastDigest	DpnI	(Thermo	Fischer	
Scientific	 Inc.,	 Waltham	 MA,	 USA)	 entsprechend	 den	 Hersteller-
angaben	verwendet.	
PHOSPHORILIERUNG	
Um	 bei	 der	 oben	 beschriebenen	 Site-directed	 Mutagenesis	 das	
entstandene	PCR-Produkt	blunt-end	zu	legieren,	müssen	zunächst	
die	 5‘-Enden	 der	 DNA-Produkte	 phosphoriliert	 werden.	 Hierzu	
wird	die	T4-Polynukleotid-Kinase	(Thermo	Fischer	Scientific	Inc.,	





















Die	 phosphorilierten	 DNA-Fragmente	 werden	 mit	 Hilfe	 einer	
Ligase	 (Thermo	 Fischer	 Scientific	 Inc.,	 Waltham	 MA,	 USA).	 Die	
Durchführung	entspricht	dem	Herstellerprotokoll.	Der	 in	Tabelle	
15	 beschriebene	 Ansatz	 wird	 bei	 Raumtemperatur	 über	 Nacht	






auf	 Eis	 inkubiert.	 Es	 folgt	 ein	 Hitzeschock	 für	 90	 Sekunden	 bei	
42	°C.	 Dann	 werden	 die	 Ansätze	 erneut	 für	 5	Minuten	 auf	 Eis	
inkubiert	 und	 jeweils	 1	mL	 vorgewärmtes	 LB-Medium	 werden	




Suspension	 wird	 bei	 2000	rpm	 für	 1	Minute	 zentrifugiert,	 das	
Pellet	 in	 wenig	 LB-Medium	 resuspendiert	 und	 auf	 eine	 zweite	
Platte	 ausplattiert.	 Die	 Platten	 werden	 über	 Nacht	 bei	 37	°C	
inkubiert	 und	 die	 entstandenen	 Kolonien	 werden	 auf	 ein	
Vorhandensein	des	gesuchten	Plasmids	hin	untersucht.	
KOLONIE-PCR	
Mit	 Hilfe	 der	 Kolonie-PCR	 können	 kleinste	 Mengen	 DNA	 aus	
gepickten	 Bakterienkolonien	 auf	 das	 Vorhandensein	 gesuchter	
DNA-Sequenzen	 hin	 untersucht	 werden.	 Hierzu	 werden	 die	
Kolonien	mit	 einer	 Pipettenspitze	 aufgenommen	 und	 diese	 kurz	
und	sachte	in	in	50	µL	ddH2O	geschwenkt.	Anschließend	werden	die	


















MgCl2)	 (Cytogen	 GmbH,	 Wetzlar,	 Deutschland)	 eingesetzt.	 Als	
Primer	dienen	jeweils	10	pmol	eines	Primers,	der	auf	dem	Insert	













Säulchenaufreinigung	 vorbereiteten	 DNA-Proben	 in	 der	 vom	
Sequenzierungslabor	 definierten	 Konzentration	 eingestellt	 und	
mit	dem	gewünschten	Primer	versetzt.	Die	Proben	werden	mit	dem	
Prepaid-Lable	gekennzeichnet	und	per	Post	an	das	entsprechende	
Labor	 gesandt.	 Nach	 einem	 Werktag	 kann	 die	 Sequenz	 online	












pH	6.8,	 4	%	 SDS,	 1,4	M	2-Mercaptoethanol,	 0,05	%	Bromophenol	
blau)	resuspendiert	und	gründlich	gevortext.	
SDS-PAGE	
Die	 im	Zelllysat	 enthaltenen	Proteine	werden	mit	Hilfe	der	 SDS-
PAGE	 (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 




und	 ein	 Auslaufen	 der	 Lösungen	 vor	 dem	 Auspolymerisieren	
verhindern.	Zunächst	wird	der	Raum	zwischen	den	Glasplatten	zu	
etwa	4/5	mit	Trenngel	aufgefüllt	und	im	noch	flüssigen	Zustand	mit	
Isopropylalkohol	 überschichtet.	 Nach	 der	 Polymerisation	 dieser	
Schicht,	 wird	 das	 Isopropanol	 abgenommen	 und	 das	 Sammelgel	
















Die	 Elektrophorese	 erfolgt	 in	 den	 Gelkammern	 „Bio-Rad	 Mini-
PROTEAN®	 3	 cell	 mini	 gel	 system“	 (Bio-Rad,	 München,	
Deutschland)	in	Laufpuffer	(192	mM	Glycin,	25	mM	Tris-HCl,	0,01	
%	 SDS).	 Die	 zu	 untersuchenden	 Proben	 werden	 zunächst	 für	
5	Minuten	 bei	 95	°C	 inkubiert	 und	 anschließend	 in	 die	 mit	
Laufpuffer	gut	gespülten	Taschen	der	vorbereiteten	Gele	geladen.	
Die	Elektrophorese	erfolgt	in	zwei	Schritten,	zuerst	für	10	Minuten	
bei	 180	V,	 dann	 für	 1	Stunde	 bei	 80	V.	 Das	 Bromphenolblau	 des	
Lysepuffers,	sollte	aus	dem	Gel	ausgelaufen	sein.	
WESTERN-BLOT	







Membran	 (Immobilon®-P	 PVDF	 Membrane,	 Merck	 KGaA,	
Darmstadt,	 Deutschland)	 vorbereitet	 werden.	 Die	 Whatman-
papiere	 werden	 mit	 Transferpuffer	 getränkt	 und	 die	 Membran	
15	Sekunden	 in	Methanol,	 dann	1-2	Minuten	 in	H2O	geschwenkt,	
bevor	auch	diese	 für	5	Minuten	in	Transferpuffer	 inkubiert	wird.	
Anschließend	wird	 ein	 Sandwich	 aufgebaut:	 	Anode	 –	Whatman-
Papier	–	Membran	–	Gel	–	Whatman-Papier	–	Kathode		
In	der	Blotting-Apparatur	„Trans-Blot®	SD	Semi-Dry	Transfer	Cell“	
(Bio-Rad,	 München,	 Deutschland)	 werden	 dir	 Proteine	 für	
40	Minuten	bei	10	V	auf	die	Membran	geblottet.	Die	Membran	wird	
anschließend	 für	 2	Stunden	 in	 einer	 Milchpulver-Lösung	 (5	%	
(m/V)	Milchpulver	in	TBST-Puffer)	geblockt.		
Die	 Membran	 wird	 dann	 3-mal	 für	 5	Minuten	 in	 TBST-Puffer	
(10	mM	 Tris-HCl	 pH	 7,6,	 150	mM	 NaCl,	 0,1	%	 Tween	20)	 ge-
waschen	 und	 über	 Nacht	 bei	 4	°C	 in	 10	mL	 Pim-1	 mouse	
Antikörper-Lösung	(1:500	in	TBST)	inkubiert.	Die	Membran	wird	




Membran	 für	 1	Stunde	 bei	 RT	 in	 10	mL	 antimouse	 IgG-HRP	
Antikörper-Lösung	(1:5000	in	TBST)	inkubiert	wird.	
DETEKTION	
Alles	 Schritte	 werden	 in	 einer	 Dunkelkammer	 bei	 Rotlicht	
durchgeführt.	Zur	Detektion	mittels	Chemilumineszenz	werden	die	
mit	 Antikörpern	 markierten	 Proteine	 mit	 dem	 ECL-Reagenz	
„Western	 Lightning	 Plus-ECL“	 (PerkinElmer,	 Waltham,	 USA)	
entsprechend	 den	 Herstelleranweisungen	 behandelt.	 Die	 so	





Die	Membran	wird	in	Stripping-Puffer	(62,5 mM Tris-HCl pH 6,7, 
100 mM 2-Mercaptoethanol, 2 % SDS)	 für	 30	Minuten	 bei	 50	°C	
inkubiert	und	anschließend	3-mal	für	10	Minuten	mit	TBST-Puffer	
gewaschen.	 Dann	 wird	 die	 Membran	 für	 2	Stunden	 in	 5	%iger	
Milchpulver-Lösung	 schüttelnd	 inkubiert	 und	 erneut	 3-mal	 für	
5	Minuten	 mit	 TBST	 gewaschen.	 Diesmal	 wird	 die	 Membran	 in	















Statine,	 wie	 Simvastatin,	 führen	 über	 eine	 Hemmung	 der	 HMG-
CoA-Reduktase	zu	einer	Senkung	der	Cholesterol	Biosynthese.	 In	
unserer	Arbeitshypothese	gehen	wir	davon	aus,	dass	eine	Senkung	
der	 Cholesterol-Konzentration	 in	 der	 Zelle	 zu	 einer	 vermehrten	
Expression	 von	 SREBP2,	 als	 zentraler	 Transkriptionsfaktor	 des	







tionen	 der	 beteiligten	 mRNAs,	 pri-miRNA	 und	 miRNA,	 von	 mit	
Simvastatin	behandelten	und	unbehandelten	Krebszellen,	mit	Hilfe	
der	 qRT-PCR	 (quantitative	 Reverse-Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion)	bestimmt	und	miteinander	verglichen.	Die	unbe-
handelten	Kontrollen	wurden	an	Stelle	von	in	DMSO	gelöstem	Sim-














































„Zwei	Dinge	 pflegen	 den	 Fortschritt	 der	








Abbildung	 41:	 qRT-PCR	 Daten	 von	 HepG2	 Zellen	 nach	 Simvastatin-Behandlung.	
Relative	 Konzentrationen	 der	 angegebenen	 RNAs	 in	 isolierter	 Gesamt-RNA	 bezogen	 auf	









Zunahme	 der	 pri-miR-33a	 Spiegel	 um	 das	 Doppelte	 beobachtet	
werden.	Bei	einer	Statin-Konzentration	von	25	µM	ist	dieser	Effekt	







Eine	 Behandlung	 von	LS174T	 Zellen	mit	 Simvastatin	 in	 gleichen	




SREBP pri-miR33a miR33a Pim-1
10	µM 1,886 2,162 0,714036582 0,535
















Abbildung	 42:	 qRT-PCR	 Daten	 von	 LS174T	 Zellen	 nach	 Simvastatin-Behandlung.	
Relative	 Konzentrationen	 der	 angegebenen	 RNAs	 in	 isolierter	 Gesamt-RNA	 bezogen	 auf	
ß-Aktin	 (SREBP,	 pri-miR33a,	 Pim-1)	 bzw.	 U6	 (miR-33a)	 und	 entsprechenden	 DMSO-
Kontrollen.	Die	Zellen	wurden	zuvor	2	Tage	mit	Simvastatin	und	DMSO	behandelt.	(SREBP	
10	µM:	n=3,	SD	0,181;	25	µM:	n=3,	SD	0,106),	(pri-miR33a	10	µM:	n=3,	SD	0,517;	25	µM:	n=3,	
SD	 0,319),	 (miR33a	 10	µM:	 n=3	 SD	 0,123,	 25	µM:	 n=3,	 SD	 0,109),	 (Pim-1	 10	µM:	 n=3	 SD	
0,050,	25	µM:	n=3	SD	0,068)	
Die	Pim-1	mRNAs	zeigen	erst	bei	einer	Konzentration	von	25	µM	






Abbildung	 43:	 qRT-PCR	 Daten	 von	 Skov3	 Zellen	 nach	 Simvastatin-Behandlung.	
Relative	 Konzentrationen	 der	 angegebenen	 RNAs	 in	 isolierter	 Gesamt-RNA	 bezogen	 auf	
ß-Aktin	 (SREBP,	 pri-miR33a,	 Pim-1)	 bzw.	 U6	 (miR-33a)	 und	 entsprechenden	 DMSO-
Kontrollen.	Die	Zellen	wurden	zuvor	2	Tage	mit	Simvastatin	und	DMSO	behandelt.	(SREBP:	
n=3,	SD	0,203),	(pri-miR33a:	n=3,	SD	1,069),	(miR33a:	n=3	SD	0,359),	(Pim-1:	n=3	SD	0,278)	
Die	 Zelllinie	 Skov3	 exprimiert	 endogen	 kein	 Pim-1	 auf	 Protein-
Ebene.	Eine	Behandlung	mit	Simvastatin	zeigt	hier	einen	indukti-
SREBP pri-miR33a miR33a Pim-1
10	µM 1,153 1,392 0,875 0,882












SREBP pri-miR33a miR33a Pim-1

















auch	 der	 pri-miR-33a	 und	 miR-33a	 Level,	 doch	 zeigen	 die	









In	 LS174T	 Zellen	 kommt	 es	 zwar	 nach	 Behandlung	 mit	 einer	
höheren	Statin-Konzentration	zu	einer	Reduktion	der	Pim-1	Level,	










tivität	 der	 Effektor-Caspasen	 3	 und	 7,	 deren	 Aktivierung	 als	 Be-
standteile	 der	 apoptotischen	 Enzymkaskade	 mit	 der	 Apoptose-
Aktivität	korreliert.				
Unter	 Simvastatin-Behandlung	kann	ein	dosisabhängiger	Anstieg	
der	 Apoptose	 sowohl	 in	 HepG2	 als	 auch	 in	 LS174T	 Zellen	
beobachtet	 werden.	 Bei	 der	 höheren	 Konzentration	 steigt	 die	
Caspase-Aktivität	etwa	auf	das	1,5-fache	der	DMSO-Kontrolle	an.	Es	
ist	auffällig,	dass	sich	bei	den	LS174T	Zellen	unter	der	niedrigen	















Unter	 Substitution	 von	 Mevalonat,	 dem	 Produkt	 der	 HMG-CoA-
Reduktase,	 die	 von	 Statinen	 inhibiert	 wird,	 sinkt	 die	 Caspase-
Aktivität	 auf	 Werte	 unterhalb	 der	 DMSO-Kontrollen.	 Da	 die	




Die	Wirkung	 auf	 die	 Proliferation	 von	 Simvastatin	 wird	 bei	 der	
Durchführung	 eines	 WST-1	 Assays	 deutlich.	 Hierzu	 wurden	
LS174T	Zellen	mit	 steigenden	Konzentrationen	Simvastatin	bzw.	










HepG2 1,197 1,416 0,929 0,910

































































Simvastatin 2,64 2,56 2,57 2,77 2,71 2,33 1,72 1,49 1,11



















Abbildung	 45:	 Zellproliferation	 von	 LS174T-
Zellen	 unter	 Simvastatin	 Behandlung.	 WST-1	









Da	 sich	 die	 Statine,	 insbesondere	 Simvastatin,	 als	wenig	 vorher-
sagbar	 in	 ihrer	Wirkung	auf	die	Expression	des	Onkogens	Pim-1	
erwiesen	 haben,	 suchten	 wir	 nach	 alternativen	 Inhibitoren	 und	
wurden	aufmerksam	auf	den	selektiven	eIF4A	Inhibitor	Silvestrol	
(vgl.	 Abbildung	 47).	 In	 anderen	 Arbeiten	 konnte	 bereits	 gezeigt	
werden,	 dass	 es	 sich	 bei	 diesem	 Rocaglamid-Derviat	 um	 einen	
potenten	Wirkstoff	gegen	Pim-1	handelt.	(Schatz	et	al.,	2011)		
Als	Inhibitor	des	eukaryotischen	Translationsinitiationsfaktors	4A	
(eIF4A)	 ist	der	Schlüssel	 für	die	Selektivität	von	Silvestrol	 in	der	
besonderen	 Beschaffenheit	 der	 jeweiligen	 5’-untranslatierten	
Regionen	(5‘-UTRs)	der	mRNAs	zu	finden.	Zwar	wurde	bereits	die	
Wirkung	 auf	 Krebszellen	 in	 anderen	 Arbeiten	 beschrieben	 (vgl.	
Silvestrol),	doch	von	besonderem	Interesse	ist	die	Ähnlichkeit	der	







Hierzu	 wird	 ein	 Plasmid	 in	 eine	 humane	 Krebszelllinie,	 HepG2,	
tranfiziert,	welches	zwei	Luciferasen	codiert.	Bei	der	ersten	handelt	
es	sich	um	eine	Firefly-Luciferase,	der	die	jeweils	zu	untersuchen-



























































trol	 auf	 PIM-1	 (vgl.	 Abbildung	 47)	 in	 dem	 beschriebenen	 DLA	
nachweisen	lässt,	wurden	Plasmide	mit	den	5‘-UTRs	der	Haushalts-








mit	 Silvestrol	 eine	 deutliche	 Reduktion	der	 Translationseffizienz	





5	nM 1,090 1,043 0,621































































































































































































Die	 Sekundärstruktur	 und	 der	 GC-Anteil	 einer	 5’-UTR	 gelten	 als	
wichtige	Faktoren	für	ihre	Abhängigkeit	von	der	Helikaseaktivität	
des	 Faktors	 eIF4A	 und	 damit	 für	 ihre	 Empfindlichkeit	 auf	 eine	
Behandlung	 mit	 dem	 Inhibitor	 Silvestrol.	 	 Wie	 bereits	 erwähnt,	
gelten	 RNA	 G-Quadruplexe	 als	 eine	 extrem	 stabile	 Form	 der	









erwartete,	 starke	 Reduktion	 der	 Translationseffizienz	 auf	 etwa	





Im	 nächsten	 Schritt	wurde	 die	Wirkung	 von	 Silvestrol	 auf	 diese	
Konstrukte	untersucht	und	diese	mit	DMSO	behandelten	Kontroll-



















































Abbildung	 51:	 Zic-1	 GQs	 im	 DLA.	A:	 Im	 Luciferase-
Assay	werden	 die	 unveränderte	 und	 die	 mutierten	G-
Quadruplexe	 der	 5‘-UTRs	 von	 Zic-1	 vor	 die	 Renilla-

















normalisiert	 auf	 die	 jeweiligen	mit	 DMSO	 behandelten	 Konstrukte	 (n=4);	 nach	 2	 Tagen	
Inkubation	in	HepG2	Zellen.	
Dieses	Experiment	wurde	 als	 eines	der	 ersten	 zur	Untersuchung	
der	 Auswirkung	 von	 Silvestrol	 auf	 die	 Translationseffizienz	
durchgeführt.	Als	einziges	 in	dieser	Arbeit	gezeigtes	Experiment,	
wurde	 hier	 der	 psiCheck-Vektor	 verwendet,	 dessen	 zweite	Luci-
ferase	nicht	IRES	kontrolliert	translatiert	wird.	Daher	wurden	die	
Daten	 nicht	 gegen	 die	 zweite	 Luciferase	 des	 Vektors	 als	 interne	
Kontrolle	normalisiert.	
Zusammenfassend	 lässt	 sich	 also	 sagen,	 dass	 ein	 G-Quadruplex	
einen	 massiven	 Einfluss	 auf	 die	 Translationseffizienz	 hat,	 die	
Wirksamkeit	 von	 Silvestrol	 jedoch	 nicht	 abhängig	 von	 einer	
solchen	 Struktur	 ist.	 Es	 gilt	 aber	 zu	 bedenken,	 dass	 an	 der	
Entwindung	einer	solchen	Struktur	auch	andere	Enzyme	beteiligt	
sein	können.	Zwar	wurde	hier	nur	Zic-1	untersucht,	doch	scheint	
ein	 vermuteter	 G-Quadruplex	 als	 ursächliche	 Struktur	 für	 die	
Wirksamkeit	von	Silvestrol	auf	PIM-1	unwahrscheinlich	zu	sein.		
ZIC-1 ZIC-1	MUT.
SILVESTROL 5NM 0,199 0,180


































STRESS	 INDUZIERTE	 RESISTENZ	 VON	 PIM-1	 GEGEN	
SILVESTROL	
Durch	 Tunicamycin	 ist	 es	 möglich,	 ER-Stress	 in	 Zellen	 zu	
induzieren	 und	 so	 Bedingungen	 zu	 schaffen,	 um	 mögliche	
alternative	 Stoffwechselwege	 zu	 aktivieren.	 Kommt	 es	 bei	 der	
Behandlung	 von	 HepG2	 Zellen	 mit	 Silvestrol	 unter	 normalen	
Bedingungen	noch	zu	einer	fast	vollständigen	Reduktion	der	Pim-1	
Expression,	 so	 wird	 dieser	 Effekt	 unter	 Stressbedingungen	









































Abbildung	 54:	 Silvestrolwirkung	 unter	 Stressbedingung-
en.	Tunicamycin	 induzierter	 Stress	 zeigt	 eine	Art	 Resistenz-














Die	 5‘-UTR	 des	 Humanen	 Immundefizienz-Virus	 (HIV)	 wurde	 in	
den	 DLA-Vektor	 kloniert.	 Die	 5‘-UTR	 ist	 sehr	 lang	 und	 stark	
strukturiert,	was	eine	starke	Abhängigkeit	von	der	Helikaseaktivi-
tät	 des	 Initiationsfaktors	 eIF4A	 erwarten	 lässt.	 Tatsächlich	 zeigt	





Abbildung	 56:	 Silvestrolwirkung	 auf	 HIV	 5'-UTR.	 DLA	 in	 HepG2	 nach	 48	 Stunden	




interne	 Kontrolle	 über	 die	 Renilla-Luziferase	 normalisiert,	
dennoch	 sollten	 die	 95	%	 Reduktion	 des	 HIV-Konstrukts	
zurückhaltend	 bewertet	 werden.	 Bei	 10	 nM	 Silvestrol	 sinkt	 die	
Translationseffizienz	 aber	 bereits	 um	 mehr	 als	 70	%	 und	 diese	
Konzentration	 liegt	deutlich	 unterhalb	 der	 toxischen	Konzentra-
tion	 in	 HepG2	 Zellen.	 	 Um	 zu	 überprüfen,	 ob	 die	 beobachteten	
Effekte	sich	auch	auf	infizierte	Zellen	übertragen	lassen,	erfolgten	
5	nM	Silvestrol 10	nM	Silvestrol 50	nM	Silvestrol































für	 die	 HIV	 5'-UTR.	MFE	 Struktur	 berechnet	 mit	
RNAfold	 Webserver	 (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
bin/RNAWebSuite/	RNAfold.cgi)	


























































































































































































































































































































































mit	 X4	 Virus	 LAI	 Zellen	 präinkubiert	 mit	 Silvestrol.	 Virus	 verbleibt	 im	 Ansatz.	 (n=1)	




end	 wird	 die	 Konzentration	 des	 viralen	 Kapsidproteins	 p24	 im	
Überstand	mittels	ELISA	bestimmt.	Man	kann	eine	deutliche	Re-




Abbildung	 59:	 CA-p24	 Spiegel	 unter	 Behandlung	 mit	 Silvestrol.	 T-Zelllinie	 SupT1	
infiziert	 mit	 X4	 Virus	 LAI	 Zellen	 präinkubiert	 mit	 Silvestrol.	 Virus	 wird	 nach	 4	 h	
abgenommen.	Es	werden	die	Proteinkonzentration	gemessen	an	den	angegebenen	Tagen	(2-
16)	 nach	der	 Infektion	 in	 ng/mL	dargestellt.	 (n=1)[Experiment	durchgeführt	 im	Rahmen	
einer	Kooperation	vom	Labor	Prof.	Berkhout,	Amsterdam]	
0	nM 1	nM 2	nM 10	nM 25	nM 50	nM















2 3 6 9 13 16
unbehandelt 0,44 49,7 287 391 470 504
1	nM 0,17 22,7 171 292 273 253
2	nM 0,01 9,7 122 223 169 136
10	nM 4 15,2 10,1 8,4 54 10,9
25	nM 5,7 15,7 3,1 0,01 26,2 9,7























(Abbildung	 59).	 Die	 Bestimmung	 der	 CA-p24	 Konzentrationen	




geringsten	 getesteten	 Silvestrol	 Konzentration	 von	 1	 nM	 bereits	
etwa	25	%	unterhalb	der	unbehandelten	Probe.	Bei	2	nM	liegt	diese	
bei	etwas	mehr	als	50	%	und	höhere	Konzentrationen	zeigen	am	









Abbildung	 61:	 Silvestrolwirkung	 auf	 EBOV	 5'-UTRs.	DLA	 in	 HepG2	 nach	 48	 Stunden	
Inkubation	 und	 Behandlung	 mit	 5	 nM	 und	 10	 nM	 Silvestrol,	 normalisiert	 auf	 DMSO-




NP VP35 VP40 GP VP30 VP24 L
5	nM 0,774 0,744 0,762 0,892 0,772 0,877 0,727




























Abbildung	 60:	 Ebolavirus.	 Colorierte	 elektronen-








Genoms	 bei	 einer	 Silvestrol-Konzentration	 von	 10	nM	 eine	 um	



















die	 sich	 teilweise	 stark	 in	 Länge	 und	 GC-Gehalt	 voneinander	
unterscheiden	(Tabelle	19).	
	 NP	 VP35	 VP40	 GP	 VP30	 VP24	 L	
Länge	 414	bp	 97	bp	 89	bp	 37	bp	 221	bp	 460	bp	 80	bp	
GC-Gehalt	 38	%	 35	%	 33	%	 41	%	 33	%	 40	%	 34	%	
MFE	[kcal/mol]	 -100.4	 -15.90	 -15.50	 -30.10	 -54.80	 -108.8	 -21.90	
max.	Länge		








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































EBOV	 5'-UTRs.	MFE	 Struktur	 berechnet	 mit	 RNAfold	 Webserver	 (http://rna.tbi.univie.	
ac.at/cgi	bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi)	
Zwar	 besitzt	die	Hairpin-Struktur	 von	 VP24	mit	 -108,8	kcal/mol	
(gesamte	 5‘-UTR)	 und	 -27,9	kcal/mol	 (Hairpin)	 eine	 geringere	
Minimale	Frei	Energie	(MFE)	als	GP	mit	-30,1	kcal/mol	(gesamte	5‘-
UTR)	und	-14,5	kcal/mol	(Hairpin);	dafür	weist	der	GP-Hairpin,	mit	
11	 ununterbrochenen	 doppelsträngigen	 Basenpaaren	 und	 einem	
GC-Gehalt	 von	 43	%,	 eine	 stärkere	 Partialstruktur	 in	 seinem	




berechnet	 mit	 RNAfold	 Webserver	 (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgibin/RNAWebSuite/	
RNAfold.cgi)	
	 NP	 VP35	 VP40	 GP	 VP30	 VP24	 L	
Länge	 23	bp	 22	bp	 59	bp	 37	bp	 49	bp	 75	bp	 70	bp	
GC-Gehalt	 30	%	 32	%	 37	%	 43	%	 27	%	 39	%	 37	%	
MFE	[kcal/mol]	 -9.10	 -7.00	 -17.60	 -14.50	 -19.10	 -27.90	 -20.70	
max.	Länge		
































































































































































































































































































































































Die	 reine	Länge	der	 gesamten	5‘-UTR	kann	also	 als	Maßstab	 für	
eine	 eIF4A-Abhängigkeit	 nicht	 herangezogen	 werden.	 Wichtiger	
scheinen	 hier	 die	 Hairpin-Strukturen	 zu	 sein,	 die	 es	 genauer	 zu	
untersuchen	 gilt.	 Denn	 weder	 die	 MFE	 allein,	 noch	 die	 Anzahl	
infolge	gepaarter	Basen,	scheinen	die	Empfindlichkeit	der	5‘-UTRs	
zu	definieren.	
VERSTÄRKUNG	 DER	 EIF4A-ABHÄNGIGKEIT	 DURCH	
AUSTAUSCH	VON	KOMPLETTEN	HAIRPINS	
Um	den	Einfluss	der	Hairpin-Stabilität	auf	die	Translationseffizienz	
der	 gesamten	 5’-UTR	 weiter	 zu	 untersuchen,	 wurden	 in	 einem	
nächsten	Schritt	 die	Hairpins	 von	GP	und	VP24	mit	dem	 jeweils	
anderen	Hairpin	ausgetauscht	(Abbildung	65).	Es	zeigt	sich,	dass	













GP GP_HPVP24 VP24 VP24_HPGP
5	nM 0,892 0,874 0,877 0,701









































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































der	 GP,	 GP	+	VP24	HP,	 VP24	 und	 VP24	+	GP	HP	 5'-










zeigt,	 dass	 ein	Hairpin	die	 eIF4A-Abhängigkeit	 der	 Translations-
effizienz	deutlich	verändern	kann.	Nun	stellt	sich	die	Frage,	ob	die	













zeigt	 sich	 nach	Deletion	 des	 5‘-terminalen	Hairpins	 in	 der	 VP35	
5‘-UTR	 eine	 deutliche	 Reduktion	 dieser	 Abhängigkeit	 von	 der	
Helikase	(Abbildung	67).	Liegt	die	Translationseffizienz	durch	die	
eIF4A	 Inhibition	 bei	 der	 nativen,	 unveränderten	 Sequenz	 noch	
unter	75	%	bei	5	nM	bzw.	71	%	bei	10	nM	Silvestrol	Konzentration,	
verglichen	 mit	 der	 Effizienz	 der	 DMSO-Kontrolle,	 so	 lässt	 diese	
Wirkung	 bei	 deletiertem	 Hairpin	 nach,	 und	 die	 Translationseffi-
zienz	 steigt	wieder	 auf	 81	%	 bzw.	 86	%	 bezogen	 auf	 die	 DMSO-
Kontrolle.		
NP NP∆HP VP35 VP35∆HP
5	nM 0,774 0,789 0,7444 0,8628
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































VP35,	 VP35	DHP,	 NP	 und	 NP	DHP	 5'-UTRs.	 Orange	
hervorgehoben	sind	die	jeweiligen	Hairpin-Strukturen.	MEF:	
VP35	DHP	 (-7,2	 kcal/mol),	 NP	DHP	 (-89,9	 kcal/mol).	 MFE	
















beobachten.	 Bei	 Betrachtung	 der	 Strukturvorhersage	 für	 die	
gesamt	 5‘-UTR	 zeigt	 sich	 aber,	 dass	 die	 Einführung	 der	 NheI-
Schnittstelle	 in	 den	 Hairpin	 zu	 einer	 nahezu	 vollständigen	
Umstrukturierung	 führt.	 Eine	 Aussage	 über	 den	 Einfluss	 der	





normalisiert	 auf	 DMSO-Kontrollen.	 (SEM;	 n	 =	 8	 bis	 16)	 [erhoben	 im	 Rahmen	 der	
Masterarbeit	von	Wiebke	Obermann]		
Einen	 anderen	 Ansatz	 verfolgt	 daher	 die	 Modifikation	 am	 VP35	








5	nM 0,774 0,786 0,7444 0,7351
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Abbildung	 68:	 Vorhersagen	 der	 Sekundärstrukturen	
der	 5'-UTRs	 von	 NP,	 NP	mit	 NheI-Schnittstelle,	 VP35	
und	 VP35	 mit	 stabilisiertem	 Hairpin.	 Orange	
hervorgehoben	 sind	 die	 jeweiligen	 Hairpin-Strukturen.	
MEF:	,	NP	mit	NheI-Schnittstelle	(-92,3	kcal/mol),	VP35	mit	
stabilisiertem	 Hairpin	 (-30,2	 kcal/mol).	 MFE	 Struktur	
















Sekundärstruktur	 bleiben	 unverändert.	 Diese	 Veränderung	 zeigt	
tatsächlich	eine	deutliche	Zunahme	der	eIF4A-abhängigen	Transla-





Abbildung	 71:	 Induzierte	 eIF4A	 Abhängigkeit	 bei	 ß-Globin.	 DLA	 in	 HepG2	 nach	 48	
Stunden	Inkubation	und	Behandlung	mit	5	nM	und	10	nM	Silvestrol,	normalisiert	auf	DMSO-
Kontrollen.	 (SEM;	 n	 =	 4	 bis	 12)	 [erhoben	 im	 Rahmen	 der	 Masterarbeit	 von	 Wiebke	
Obermann]	
Wird	der	gleiche	Hairpin	aus	VP35	nicht	an	das	5‘	terminale	Ende	









5	nM 1,191743044 0,989181585 0,910552342 0,940319472


















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Abbildung	 70:	 Vorhersagen	 der	 Sekundärstrukturen	
der	 5'-UTRs	 von	 ß-Globin	und	modifizierten	 ß-Globin	































Bei	 Silvestrol-Konzentration	 von	 5	nM	 kann	 man	 zwar	 einen	
leichten	 Effekt	 auf	 die	 Translationseffizienz	 des	 Konstrukts	 mit	
deletierten	 5‘-	 und	 3‘-terminalen	Hairpins	 erkennen,	 doch	 diese	
geht	bei	der	höheren	Konzentration	von	10	nM	Silvestrol	verloren.	
Eine	zusätzliche	Deletion	des	3‘-terminalen	Hairpins	scheint	also	
keinen	 signifikanten	 Einfluss	 auf	 die	 eIF4A-Abhängigkeit	 der	
Translationsinitiation	zu	besitzen.	
NP NP∆HP NP∆HP∆3'HP
5	nM 0,774 0,789 0,722
































Hairpin-Strukturen.	 Orange	 hervorgehoben	 ist	 die	 5‘	
terminale	Hairpin-Struktur,	eingekreist:	die	3‘	terminale	
Hairpin-Struktur.	MEF:	NP	(-100,4	kcal/mol),	NP	D	5’	HP	
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EIF4A:	 EIN	 TARGET	 FÜR	 EINE	 ANTIVIRALE	 BREIT-
BANDWIRKUNG?	
Aus	 den	 oben	 beschriebenen	 Daten	 wird	 deutlich,	 dass	 eine	
komplexe	Sekundärstruktur,	insbesondere	ein	stabiler	5‘-terminal-
er	 Hairpin,	 die	 Abhängigkeit	 der	 Translationsinitiation	 einer	 5‘-
UTR	von	eIF4A	verstärken	kann.	Nachdem	ebenfalls	gezeigt	wer-
den	 konnte,	 dass	 sowohl	 die	5‘-UTR	 vom	HI-Virus	 als	 auch	 vom	
Ebola-Virus	diese	Eigenschaften	aufweisen,	ist	der	nächste	Schritt,	




(MERS-CoV),	 des	Human	 rhinovirus	 A1(HRV-A1),	 des	 Poliovirus	
(PV)	 und	 des	 Classical	 swine	 fever	 virus	 (CSFV)	 getestet.	 HCoV-	
229E	 und	MERS-CoV	werden	 Cap-abhängig	 translatiert,	 die	 drei	
anderen	Viren	bedienen	sich	hingegen	einer	IRES.	
	
Abbildung	 75:	 Hemmung	 der	 Translationseffizienz	 verschiedener	 viraler	 5‘-UTRs	
unter	Silvestrol-Gabe.	DLA	in	HepG2	nach	48	Stunden	Inkubation	und	Behandlung	mit	5	
nM	 und	 10	 nM	 Silvestrol,	 normalisiert	 auf	 DMSO-Kontrollen.	 (SEM;	 n	 =	 4	 bis	 16)	 [Teile	
erhoben	im	Rahmen	der	Masterarbeit	von	Wiebke	Obermann]	
Die	 Cap-abhängig	 translatierten	 5‘-UTRs	 von	 HCoV-229E	 und	
MERS-CoV	 weisen	 eine	 starke	 Abhängigkeit	 von	 eIF4A	 auf.	 Die	
HCoV-229E MERS-CoV HRV-A1 PV CSFV
5	nM 0,751 0,895 1,471 1,294 1,143
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verschiedener	 viraler	 5'-UTRs.	 MEF:	 HCoV-229E	








Behandlung	mit	 Silvestrol	 zeigt	 bei	 HCoV-229E	 bereits	 bei	 einer	
Konzentration	von	5	nM	eine	Reduktion	der	Translationseffizienz	
auf	75	%	der	DMSO-Kontrolle.	Bei	einer	Steigerung	der	Dosis	auf	
10	nM	 Silvestrol,	 kann	 die	 Effizienz	 auf	 unter	 60	%	 vermindert	
werden.	 Dieser	 dosisabhängige	 Effekt	 von	 Silvestrol	 auf	 die	
Translationsinitiation,	kann	auch	bei	der	5‘-UTR	des	MERS-HCoV	
beobachtet	 werden.	 Zeigt	 die	 geringere	 Silvestrol-Konzentration	
hier	nur	einen	moderaten	Effekt	von	10	%	Reduktion	der	Transla-
tionseffizienz,	 so	 steigert	sich	der	Effekt	bei	10	nM	Silvestrol	auf	





Translation.	 Jedoch	 ist	 die	 Auswertung	 von	 IRES	 enthaltenden	
5‘-UTRs	 in	 diesem	 Assay	 problematisch,	 da	 auch	 die	 interne	
Kontrolle,	die	Renilla-Luciferase,	über	eine	 IRES,	nämlich	die	des	




eine	 Erhöhung	 der	 Translationseffizienz	 auf	 etwa	 150	%	 bzw.	
170	%	bei	HRV-A1	und	etwa	130	%	bzw.	170	%	bei	PV	gegenüber	
der	DMSO-Kontrolle	darstellt.	Es	bleibt	also	festzuhalten,	dass	die	
Aussagekraft	 des	 DLAs	 bei	 Cap-abhängig	 translatierten	 5’UTRs	















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Abbildung	 76:	 Vorhersagen	 der	 Sekundär-
strukturen	verschiedener	viraler	5'-UTRs.	MEF:	
PV	(-256,9	kcal/mol),	CSFV	(-149,2	kcal/mol.	MFE	












Abbildung	 78:	 Expression	 der	 viralen	 nsp8	 mRNA-Spiegel	 unter	 Behandlung	 mit	
verschiedenen	Konzentrationen	Silvestrol.	MRC-5	Zellen	wurden	bei	einer	MOI	von	0,1	
mit	HCoV-229E	infiziert	und	die	RNA	24	Stunden	p.i.	isoliert.	Die	Auswertung	erfolgt	gegen	








mit	 Silvestrol	 behandelten	 HCoV-229E	 infizierten	MRC-5	 Zellen,	
kann	 24	 Stunden	 nach	 Infektion	 eine	 dosisabhängige	 Hemmung	
der	 nsp8	mRNA-Spiegel	 beobachtet	werden	 (Abbildung	78).	 Der	
IC50	liegt	bei	101,9	nM	Silvestrol	(Abbildung	77).	
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infizierten	MRC-5	 Zellen.	 Auswertung	 der	 nsp8	











Nachdem	 die	 antivirale	 Wirksamkeit	 von	 Silvestrol	 sowohl	 im	




Da	 Silvestrol	 nicht	 nur	 eine	 antivirale,	 sondern	 auch	 eine	 anti-






tion	 bzw.	 die	 Zellviabilität.	 Bei	 den	 hier	 durchgeführten	 WST-1	
Assays	 werden	 durch	 eine	 Farbreaktion	 die	 Funktion	 der	
mitochondrialen	Atmungskette	quantifiziert;	damit	kann	 indirekt	
auf	 die	 Anzahl	 der	 Zellen	 geschlossen	 werden.	 Bei	 allen	 drei	
getesteten	Zelllinien	(Abbildung	79)	liegt	die	berechnete	Konzen-
tration,	bei	der	50	%	der	Zellen	abgetötet	werden,	um	20	nM	Silves-




Um	 auftretende	 toxische	 Effekte	 besser	 einschätzen	 zu	 können,	
werden	 verschiedene	 Zelllinien	 in	 einem	weiterführenden	Assay	
untersucht.	Bei	diesem	Assay	werden	in	der	gleichen	Probe	neben	
der	 Zellviabilität	 und	 -toxizität	 auch	 die	 Caspase	3/7-Aktivität	
bestimmt.	Die	Zellviabilität	wird	anhand	eines	membrangängigen	




Silvestrol	 Behandlung.	WST-1	 Assay	 nach	 48	 Stunden	
Behandlung	mit	angegebener	Konzentration	Silvestrol	A:	
HepG2	 (n=8);	B:	 HUH-7	 (n=6-8);	 C:	 LS174T	 (n=8).	 Aus-
wertung	 durch	 nicht-lineare	 Regression	 mit	 Hilfe	 der	
Software	Prism7.	




















































Fluoreszenzsignal	 ab.	 Die	 Zytotoxizität	 hingegen	wird	 bestimmt,	
indem	 die	 Vorstufe	 eines	 Fluoreszenzfarbstoffs	 zu	 den	 Zellen	




Apoptose	 mit	 Hilfe	 der	 Lumineszenz	 ermittelt,	 hierzu	 dient	 ein	








Abbildung	 81:	 Toxikologisches	 Profil	 der	 Zelllinie	 A549.	ApoTox-Glo®	 Triplex	 Assay	
nach	48	h	Inkubation	mit	verschiedenen	Silvestrol-Konzentrationen.	Die	Behandlung	zeigt	
eine	 zytotoxische	 Reaktion,	 mit	 spät	 einsetzender	 und	 moderater	 Caspase-Aktivierung.	
5000	A549-Zellen/well;	n	=	3	
Bei	dieser	epithelialen	Lungen-Zelllinie	zeigt	sich	eine	zytotoxisch	
geprägte	 Reaktion	 bei	 steigender	 Silvestrol-Konzentration.	
Oberhalb	einer	Konzentration	von	10	nM,	beginnt	die	Zytotoxizität	
zu	 steigen	 aber	 es	 kommt	 erst	 sehr	 spät	 zu	 einer	 moderaten	
Caspase-Aktivierung	 (Abbildung	 80	 und	 Abbildung	 81).	 Diese	
Zytotoxizität,	 ohne	nennenswerte	 apoptotische	Phase,	 deutet	auf	
ein	primär	nekrotisches	Toxizitätsbild	hin.		






















































































































Anders	 bei	 der	 Zelllinie	 HepG2:	 Hier	 kommt	 es	 früh	 zu	 einer	
ansteigenden	Caspase-Aktivität,	zusammen	mit	einer	drastischen	
















Bei	 einer	 Silvestrol-Konzentration	von	10	nM	kommt	es	dann	 zu	
einer	Zunahme	der	Proliferation.	Steigt	die	Konzentration	weiter,	
tritt	ein	zunehmend	zytotoxischer	Verlauf	ein.		Ab	75	nM	Silvestrol	
































































































































nach	 48	h	 Inkubation	 mit	 verschiedenen	 Silvestrol-Konzentrationen.	 Die	 Behandlung	
bewirkt	 bei	 einer	 Konzentration	 von	 etwa	 10	nM	 eine	 Induktion	 der	 Proliferation.	 Bei	
höheren	 Konzentration	 ab	 etwa	 75	nM	 kommt	 es,	 wie	 bei	 HepG2,	 zu	 einer	 aktuten	
nekrotischen	Reaktion,	begleitet	von	einem	deutlichen	Anstieg	der	Caspase-Aktivität.	5000	
LS174T-Zellen/well;	n	=	3	
Je	 nach	 untersuchter	 Zelllinie	 sind	 die	 beobachteten	 toxischen	
Reaktionen	 der	 Zellen	 auf	 eine	 Behandlung	mit	 Silvestrol	 unter-
schiedlich	 stark	 ausgeprägt.	 In	 den	meisten	 Krebszelllinien	 lässt	




sprechend	 auch	 keine	 Proto-Onkogene	 überexpremiert	 werden,	
werden	hier	die	toxischen	Effekte	erst	deutlich	später	erwartet.	Als	
Modellsysteme	 nutzen	 wir	 hier	 sowohl	 Peripheral	 Blood	 Mono-
nuclear	 Cells	 (PBMCs)	 und	 aus	Monozyten	 differenzierte	Makro-
phagen.	Bei	 beiden	Zelltypen	handelt	 es	 sich	um	humane	Zellen,	































































































































Lymphozyten.	 Um	 die	 längerfristigen	 Auswirkungen	 einer	
Silvestrol-Behandlung	 auf	 diese	 Immunzellen	 beurteilen	 zu	
können,	wurden	PBMCs	verschiedener	 Spender	mit	unterschied-
lichen	 Silvestrol-Konzentrationen	 und	 einer	 DMSO-Kontrolle	 be-
handelt.	Da	sich	primäre	Zellen	nicht	teilen,	wird	hier	die	Viabilität,	
nicht	 aber	 die	 Proliferation	 beurteilt.	 Die	Messung	 erfolgt	 durch	








zeigt	 einen	 induktiven	 Effekt	 auf	 die	 Zellviabilität.	 Unter	 10	nM	 Silvestrol-Konzentration	





Kontrolle.	 Es	 kommt	 bei	 einer	 Erhöhung	 der	 Konzentration	 auf	
10	nM	 zu	 einer	 klaren	 Reduktion	 der	 Zellviabilität,	 die	 aber	 in	















































zu	 beobachten,	 dass	 ein	 toxischer	 Effekt,	 unabhängig	 von	 der	




werden,	 ein	 wichtiges	 Zellsystem	 für	 die	 Untersuchung	 von	
Silvestrol	als	antiviraler	Wirkstoff.	So	sind	Makrophagen	einer	der	
ersten	 Zelltypen,	 die	 bei	 einer	 Infektion	 mit	 dem	 Ebola	 Virus	
infiziert	 werden.	 In	 diesem	 Zusammenhang	 wurden	 daher	 die	
zytotoxischen	 Konzentrationen	 CC50	 von	 Silvestrol	 in	 Makro-
phagen	bei	verschiedenen	Zeitpunkten	bestimmt.		





unter	 80	nM	 Silvestrol	 und	 liegt	 am	 Ende	 des	 Experiments,	
96	Stunden	nach	Behandlungsbeginnm,	bei	rund	88	nM.	
Zusammengefasst	kann	man	feststellen,	dass,	wie	bereits	bei	der	
Untersuchung	 der	 PBMCs,	 auch	 bei	 Makrophagen	 ein	 toxischer	






ung.	A:	24	h,	 n=24;	B:	48	h,	 n=8;	C:	 72	h,	 n=24;	D:	96	h,		
n=24	Die	Auswertung	erfolgt	durch	nicht-lineare	Regres-
sion	mit	Hilfe	der	Software	Prism7.	






























































































































Silvestrol	 zweifelsohne	 besitzt,	 bleibt	 eIF4A	 der	 entscheidende	
Ansatzpunkt	 für	 eine	 neue	 antivirale	 Therapiestrategie,	 nämlich	
die	 Hemmung	 eines	 Wirtsproteins.	 Dieser	 Ansatz	 macht	 eine	
schnelle	 Anpassung	des	 Virus	 durch	Mutationen	 nahezu	 unmög-
lich,	 wie	 sie	 häufig	 bei	 bekannten	 antiviralen	 Therapeutika	 be-
obachtet	werden	muss.		













Ein	möglicher	 Kooperationspartner	 ist	 hier	 der	 Fraunhofer	 IME	
ScreeningPort	in	Hamburg.	Eine	bestehende	Kooperation	mit	Prof.	
Parnham	vom	Fraunhofer-Institut	für	Molekularbiologie	und	Ange-
wandte	 Oekologie	 (IME),	 Bereich	 Translationale	 Medizin	 und	













In	 einer	 ersten	 Testreihe	 wurden	 vier	 verschiedene	 Derivate	
(PM1.1-4)	 der	 Sulfonamid-Leitstruktur	 PM0	 (Abbildung	 88)	
untersucht.	 Neben	 der	 Wirkung	 auf	 die	 Translationseffizienz,	
werden	 auch	 die	 toxikologischen	 Eigenschaften	 der	 Substanzen	
betrachtet	 (Abbildung	 89).	 Die	 Wirksamkeit	 auf	 die	 Translation	
wird	 in	 dem	 bereits	 beschriebenen	Dual-Luciferase-Assay	 (DLA)	
mit	 der	 5‘-UTR	 der	 VP30	 Ebola	 Virus	 mRNA	 nach	 24	Stunden	
getestet.	 Hierzu	 werden	 die	 gemessenen	 Translationseffizienzen	




bestimmt.	 Es	 zeigt	 sich,	 dass	 die	 toxischen	 Effekte	 aller	 vier	
getesteten	 Substanzen	 dieser	 Reihe	 moderat	 ausfallen	 und	
gleichzeitig	eine	hemmende	Wirkung	auf	die	Translationseffizienz	






























































































































































































































































(7500	 HepG2-Zellen/well;	 n	=	3;	 blaue	 Graphen,	 linke	 Y-Achse).	 DLA	 mit	 der	 5‘-UTR	 der	 VP30	 EBOV	 mRNA	 zur	 Untersuchung	 der	
Translationseffizienz	nach	24	Stunden	Behandlung	mit	der	zu	untersuchenden	Substanz	in	Konzentrationen	von	0,5	µM	bis	50	µM	(20000	








Zusätzlich	 wurde	 auch	 die	 ursprüngliche	 Leitstruktur	 PM0	 mit	





Die	 weiteren	Modifikationen	 an	 der	 Struktur	 von	PM1.3	 zeigen	
aber	alle	eine	Verschlechterung	der	zytotoxischen	Eigenschaften;	
so	dass	mit	Ausnahme	der	Verbindung	PM2.3	alle	anderen	Verbin-
dungen	 so	 toxisch	 sind,	 dass	 eine	 Abnahme	 der	 Translations-
effizienz	mit	hoher	Wahrscheinlichkeit	den	globalen	Prozessen	im	




scheint	 es	 unter	 einer	 geringeren	 Dosierung	 (0,5	µM)	 sogar	 zu	
einer	Induktion	der	Translationseffizienz	zu	kommen.		
Es	lässt	sich	also	für	diese	Testreihe	zusammenfassend	sagen,	dass	




Um	 die	 Aussagekraft	 folgender	DLAs	 zu	 verbessern,	werden	 bei	





















































































































































































































































































































































































































































































































Abbildung	 91:	 Ergebnisse	 aus	 der	 zweiten	 Testreihe	 der	
Sulfonamid-Derivate.	WST-1	Assay	zur	Bestimmung	der	Zellprolifera-
tion	nach	24	Stunden	Inkubation	mit	den	angegebenen	Konzentrationen	
der	 zu	 untersuchenden	 Substanzen	 (7500	 HepG2-Zellen/well;	 n	=	3;	
blaue	 Graphen,	 linke	 Y-Achse).	 DLA	 mit	 der	 5‘-UTR	 der	 VP30	 EBOV	
mRNA	 zur	 Untersuchung	 der	 Translationseffizienz,	 nach	 24	Stunden	













Beispiel	 der	 VP30	 5’-UTR	 des	 Ebola	 Virus	 getestet,	 sondern	mit	
Hilfe	eines	DLA-Konstrukts,	das	die	5‘-UTR	von	Pim-1	enthält.	Die	
stärkere	 Abhängigkeit	 dieser	 5‘-UTR	 von	 dem	 Initiationsfaktor	
eIF4A,	 soll	 die	 Effekte	 auf	die	 Translationseffektivität	 besser	 ab-
bilden.	
Bevor	die	Substanzen	 in	einem	DLA	auf	 ihre	Wirkung	gegenüber	




die	 aus	 der	 ersten	 untersuchten	 Testreihe	 stammt,	 weist	 mit	
121	µM	die	geringste	CC50	auf,	ist	also	am	toxischsten.	Die	anderen	








bleibt.	 	 Die	Modifikationen	 an	 den	Substanzen	 Schl-38-002	 und	
Schl-38-003	 zeigen	 zwar	 ebenfalls	 eine	 Verbesserung	 der	

















































































































































































































Abbildung	 93:	 Ergebnisse	 aus	 der	 dritten	 Testreihe	 der	 Sulfonamid-Derivate.	WST-1	 Assay	 zur	 Bestimmung	 der	 Zellproliferation	 nach	
48	Stunden	 Inkubation	mit	den	angegebenen	Konzentrationen	 der	zu	 untersuchenden	 Substanzen	 (7500	HepG2-Zellen/well;	 n	=	4;	Diagramm	
rechts,	CC50	berechnet	durch	nicht-lineare	Regression	mit	Hilfe	der	Software	Prism7).	DLA	mit	5‘-UTR	der	Pim-1	mRNA	zur	Untersuchung	der	










wie	 bei	 den	 bereits	 beschriebenen	 Reihen	 durchgeführt.	 Für	 die	
Einschätzung	 der	 toxikologischen	 Eigenschaften	 dienen	 hier	
erneut	 WST-Assays.	 Es	 wurden	 jeweils	 drei	 Konzentrationen	




Ebola	 Virus	 mRNA,	 eingesetzt,	 wie	 bei	 den	 ersten	 beiden	
Testreihen	der	Sulfonamid-Derivate.	








Wirksamkeit	 und	 hemmt	 die	 Translation	 auf	 unter	 10	%	 der	
Effizienz	 der	 DMSO	 Kontrolle.	 Es	 ist	 aber	 auffallend,	 dass	 die	
Verbindung	in	Konzentrationen	bis	5	µM	die	Translationseffizienz	














































































































































































































Schl-31-152 DLASchl-31-152 WST 24h Schl-31-152 WST 120h























































Schl-31-162 DLASchl-31-162 WST 24h Schl-31-162 WST 120h























































Schl-31-169 DLASchl-31-169 WST 24h Schl-31-169 WST 120h


















































































































Ser-4 DLASer-4 WST 24h Ser-4 WST 120h























































Schl-31-151 DLASchl-31-151 WST 24h Schl-31-151 WST120h























































Schl-31-158 DLASchl-31-158 WST 24h Schl-31-158 WST 120h























































Schl-31-167 DLASchl-31-167 WST 24h Schl-31-167 WST 120h

































































































































Die	 Substanzen	 dieser	 Testreihe	 leiten	 sich	 von	 der	 bereits	
untersuchten	Verbindung	Schl-31-B005	 ab.	Bei	 dieser	Testreihe	
werden	 vor	 der	 Bestimmung	 der	 Wirkung	 auf	 die	
Translationseffizienz,	 erneut	 die	 toxikologischen	 Eigenschaften	
genauer	charakterisiert.	Hierzu	werden	mit	einem	WST-Assay	die	
CC50-Werte	 jeder	 Verbindung	 nach	 48	Stunden	 Inkubation	
bestimmt.	Im	Anschluss	erfolgt	ein	DLA,	mit	einem	Pim-1	5‘-UTR	
Konstrukt,	 unter	Behandlung	der	Zellen	mit	 einer	Konzentration	






trationen	 toxisch	 wirken.	 In	 diesen	 Fällen	 konnten	 keine	 Daten	
erhoben	werden.		
Einen	inhibitorischen	Effekt	auf	die	Translationseffizienz	konnten	
die	 Verbindungen	 EMS015,	 EMS016,	 EMS020	 und	 EMS022	
zeigen.	EMS015	hemmt	die	Translationseffizienz	bereit	bei	50	µM	
um	 etwa	 50	%,	 bei	 einer	 CC50	 von	108,4	µM.	 Eine	 Erhöhung	 der	
Konzentration	auf	100	µM	kann	den	Effekt	nur	minimal	verstärken.	
Einen	 ähnlichen	 Effekt	 auf	 die	 Translation	 zeigen	 auch	 die	
Verbindungen	EMS016	und	EMS022	bei	einer	Konzentration	von	
25	µM,	doch	die	höheren	Konzentrationen	der	beiden	Substanzen	
waren	 toxisch	 für	 die	 Zellen.	 Beide	weisen	mit	 einer	 CC50	 unter	
50	µM	 ein	 schlechteres	 toxikologisches	 Profil	 auf	 als	 das	 von	
EMS015.	EMS020	verfügt	mit	einer	Reduktion	der	Translations-
effizienz	 um	 25	%	 bis	 40	%	 nur	 über	 eine	 geringe	 Wirkung,	
verbunden	mit	einem	CC50	von	etwa	95	µM.	
Trotz	 der	 Ausfälle	 im	 DLA	 bei	 einigen	 der	 Substanzen,	 scheint	
dieser	Versuchsaufbau	für	ein	Screening	ein	geeignetes	Verfahren	
































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Eigenschaften,	 weist	 aber	 auf	 der	 anderen	 Seite	 keinen	
inhibitorischen	Effekte	auf.	Im	Gegenteil,	es	führt	zu	einer	deutlich-
en	 Erhöhung	 der	 Translationseffektivität.	 Auch	 die	 strukturell	
abgeleiteten	 Derivate	 EMS038,	 EMS039,	 EMS040	 und	 EMS044	
verfügen	 über	 hohe	 CC50-Werte;	 Letztere	 Verbindung	 sogar	 von	
über	 1000	µM.	 Um	 so	 überraschender	 ist	 die	 Tatsache,	 dass,	
ähnlich	der	vorherigen	Testreihe,	auch	hier	unerwartete	toxische	
Effekte	 im	Rahmen	des	angeschlossenen	DLAs	auftreten,	so	dass	
nur	 bei	 den	 Verbindungen	 EMS039	 und	 EMS044	 einzelne	















Wirkung	 auf	 eine	 Inhibition	 der	Helikase	 eIF4A	 zurückgeht,	wie	
man	sie	bei	Silvestrol	beobachten	kann.	
METHODISCHER	ANSATZ	




zweite	 Konstrukt	 mit	 der	 5‘-UTR	 von	 ß-Globin	 bildet	 die	
Abhängigkeit	des	beobachteten	Effekts	von	der	Helikase	eIF4A	ab.	










eine	 spezifische	 Hemmung	 von	 eIF4A	 zurückzuführen	 ist.	
(Abbildung	99)	
Um	 außerdem	 bestimmen	 zu	 können,	 wie	 stark	 die	 von	 der	
Substanz	 herbeigeführte	 Inhibition	 der	 Translation	 ist,	 dient	 ein	
eIF4A-Knockdown	 mit	 Hilfe	 einer	 eIF4A	 spezifische	 siRNA	 als	
theoretische	maximale	 Inhibition.	Als	Bezugsgröße	dient	also	die	
Hemmung	 der	 Translation	 unter	 Behandlung	 mit	 einer	











































































Abbildung	 99:	 Schema	 zum	 erweiterten	 DLA.	Mit	 Hilfe	
zweier	DLA-Konstrukte	kann	neben	dem	allgemeinen	Effekt	




Ergebnis	 gezeigt,	 wenn	 die	 Substanz	 spezifisch	 über	 eine	
Hemmung	von	eIF4A	die	Translation	hemmt.	Unten	wird	ein	









	In	 einem	 ersten	 Schritt	 wird	 überprüft,	 ob	 dieses	 Modell	 auch	
praktisch	 angewendet	 werden	 kann.	 Hierzu	 wird	 ein	 Dual-
Luciferase	 Assay	 wie	 oben	 beschrieben	 durchgeführt.	 Silvestrol	
dient	als	bekannter	selektiver	Inhibitor	der	Helikase	eIF4A.		
Wie	erwartet	zeigt	sich	bei	einer	Behandlung	der	HepG2-Zellen	mit	
10	nM	 Silvestrol	 eine	 selektive	 Inhibition	 der	 Helikase	 eIF4A	
(Abbildung	101).	Die	Translationseffizienz	liegt	im	Falle	des	Pim-1	









ß–Globin	 (blau),	 und	mit	 siRNA	 gegen	 eIF4A1	 bzw.	 einer	 unspezifischen	Kontroll-siRNA		
transfiziert.	Ein	Teil	wird	mit	Silvestrol	(10	und	25	nM),	ein	anderer	Teil	als	Kontrolle	mit	





das	 ß-Globin	 Konstrukt	 weist	 eine	 Hemmung	 der	 Translations-
effizienz	auf.	Dies	lässt	sich	mit	dem	Erreichen	einer	zytotoxischen	
































































































































































































































































































EMS016	[25 µM] EMS022	[25 µM]
EMS015	[50 µM]
























Abbildung	 100:	 Schema	 zum	 DLA	 unter	 eIF4A-









verloren.	 Es	 bleibt	 außerdem	 zu	 prüfen,	 ob	 die	 hohe	 Standart-
abweichung	 bei	 den	 Daten	 des	 ß-Globin-Konstrukts,	 auf	 eine	







en	 diesem	 Assay	 unterzogen,	 um	 so	 die	 Spezifität	 auf	 eIF4A	 in	
deren	Wirkung	zu	untersuchen	(Abbildung	102).		
Dabei	 ist	 aufgefallen,	 dass	 nur	 wenige	 Substanzen	 (EMS026,	





starken	 Reduktion	 der	 Translationseffizienz	 führen	 (EMS015,	
EMS016,	 Schl-31-152,	 PM1.2,	 Schl-38-001	 und	 Schl-38-002),	
tuen	dies	jedoch	global,	also	auch	bei	solchen,	die	eIF4A	unabhäng-
ig	translatiert	werden.	Dies	ist	durch	die	verminderte	Expression	






























































































































































































































































































































































































































































































































EMS014	[100 µM] EMS015	[50 µM] EMS016	[25 µM]
EMS022	[25 µM] EMS025	[25 µM] EMS026	[10 µM]
EMS029	[100 µM] Phenytoin	[100 µM] EMS039	[10 µM]
EMS044	[100 µM] Schl-31-152	[50 µM] PM1.2	[50 µM]
PM1.4	[100 µM] Schl-38-001	[100 µM] Schl-38-002	[100 µM]
Schl-38-003	[100 µM] Abbildung	102:	Erweiterter	DLA	diverser	Silvestrol-Analoga.	HepG2-Zellen	wurden	mit	zwei	
verschiedenen	DLA-Konstrukten,	einmal	mit	der	5‘-UTR	von	Pim–1	(orange)	und	einmal	mit	der	
von	 ß–Globin	 (blau),	 und	 mit	 siRNA	 gegen	 eIF4A1	 bzw.	 einer	 unspezifischen	 Kontroll-siRNA		
transfiziert.	Ein	Teil	wird	mit	den	zu	untersuchenden	Silvestrol-Analoga	in	angegebener	Konzentra-













Um	 sich	 der	 Fragestellung	 zu	 nähern,	 wurde	 sich	 an	 bereits	
publizierten	 Helikase-Assays	 für	 eIF4A	 orientiert.	 (Cencic	 et	 al.,	
2012;	Rogers	et	al.,	1999)	Neben	der	eigentlichen	Helikase	eIF4A	
werden	die	Faktoren	eIF4B	und	eIF4G	eingesetzt,	um	die	Aktivität	









bei	 einer	 vorhandenen	Helikase-Aktivität	 von	 eIF4A	 an	die	 RNA	
binden	und	so	durch	einen	Shift	im	Gel,	diese	Aktivität	anzeigen.	
Es	 stellen	 sich	 dabei	 zwei	Herausforderungen:	 I.)	Die	 Sonde	 soll	
ohne	 Helikase-Aktivität	 nicht	 in	 den	 Hairpin	 invadieren.	 II.)	 Die	











































































































ein	 RNA/DNA-Duplex	 deutlich	 schlechter	 von	 eIF4A	 entwunden	
werden	 kann,	 als	 ein	 reiner	 RNA/RNA-Duplex	 (Rogers,	 Lima,	 &	
Merrick,	2001).	
Dem	 Protokoll	 aus	 den	 erwähnten	 Publikationen	 folgend,	 in	





blockiert.	 II.)	 In	Gegenwart	der	Helikase	 eIF4A	und	der	 anderen	
beteiligten	Initiationsfaktoren,	kommt	es	zur	Destabilisierung	der	
Sekundärstruktur	und	die	Zielsequenz	der	Sonde	wird	zugänglich.	












aus	 den	 bereits	 erwähnten	 Publikationen	 übernommen	 und	
versucht,	 den	Effekt	 von	Silvestrol	auf	die	Helikase-Aktivität	 von	
eIF4A	abzubilden.		
Abbildung	 104:	 Schema	 zum	 Helikase	 Assay.	 Oben:	
Hairpin-Struktur	 der	 VP35	 5’-UTR	 des	 Ebola	 Virus	
zusammen	mit	der	nicht	gebundenen	komplementären	5‘	
markierten	 Sonde	 (orange).	 Mitte:	 Die	 an	 die	 5’-UTR	















zwischen	 der	 Positiv-	 und	 Negativkontrolle.	 Bei	 der	 Positiv-
kontrolle	wurde	der	Ansatz	ohne	die	Enzyme	kurzzeitig	thermisch	
denaturiert,	es	sollte	also	der	Großteil	der	markierten	Sonde	an	das	
RNA-Templat	 gebunden	 sein	 und	 somit	 durch	 die	Vergrößerung	
auf	 dem	 Gel	 weiter	 nach	 oben	 verlagert	 sein.	 Bei	 der	 Negativ-
kontrolle	 sind	weder	Enzym	 vorhanden,	noch	wurde	der	 Ansatz	
thermisch	denaturiert.	Die	Sonde	sollte	also	nicht	binden	und	auf	
dem	Gel	weiter	unten	laufen.	Die	vier	rechten	Banden	zeigen	die	
Ansätze	 mit	 Enzym	 und	 Silvestrol	 als	 Inhibitor	 von	 eIF4A	 in	




Templat	 nicht	 ausreichend	 groß	 ist,	 um	 dauerhaft	 an	 diese	 zu	
binden.	Die	verwendete	Sonde	hat	eine	Länge	von	14	Basen	und	ist	







Hier	 ist	 zwar	 ein	 geringfügig	 deutlicherer	 Unterschied	 zwischen	
der	 Positiv-	 und	 der	 Negativkontrolle	 zu	 erkennen,	 ungeachtet	
dessen	ist	der	Anteil	gebundener	zu	ungebundener	Sonde	mit	etwa	
10	%	zu	gering,	um	eine	aussagekräftige	Auswertung	zuzulassen.		
Bei	 den	 rechten	 Banden,	 die	 den	 Silvestrol-Gradienten	 abbilden,	




















































































































































































































Abbildung	 105:	 Erster	 Versuch	 Helikase-Shift-
Assay.	Natives	PAA-Gel	eines	Helikase-Shift-Assays	mit	
Auswertung	 der	 Bandenintensität	 mit	 Hilfe	 der	
Software	Aida.	
Abbildung	 106:	Helikase-Shift-Assay	mit	 längerer	 Sonde.	
















Da	 diese	 geringe	 Bindung	 an	 das	 RNA-Templat	 sowohl	 bei	 den	
Ansätzen	mit	den	Faktoren	eIF4A,	eIF4G	und	eIF4B	auftritt	als	auch	
bei	 den	 Kontrollen	 ohne	 deren	 Zusatz,	 werden	 nun	 weitere	
Optimierungsversuche	zunächst	ohne	Enzym	durchgeführt.	
HÖHERE	KONZENTRATION	DER	SONDE	















Konzentration	 auch	 der	 Anteil	 der	 gebundenen	 Sonde	 steigt.	 So	























































































































Abbildung	 107:	 Helikase-Shift-Assay	 mit	 höherer	
Templat-Konzentration.	 Natives	 PAA-Gel	 eines	 Helikase-








also	 zumindest	 teilweise	 in	 den	 Hairpin	 zu	 invadieren.	 In	 den	
niedrigeren	Konzentrationen	ist	die	Tendenz	der	Sonde	zum	Inva-





PAA-Gel	 eines	 Helikase-Shift-Assays	 mit	 Auswertung	 der	 Bandenintensität	 mit	 Hilfe	 der	
Software	Aida.	
Die	Affinität	der	Sonde	zur	RNA	scheint	also	zu	gering	zu	sein,	damit	
diese	 die	 zugängliche	 Zielsequenz	 langfristig	 binden	 kann.	
Andererseits	zeigt	die	Tendenz	der	Sonde,	in	die	Hairpin-Struktur	
























































































































































































Inkubationszeit.	 Natives	 PAA-Gel	 eines	 Helikase-Shift-






RNA/DNA-Duplex	 	 –	 vermutlich	 zuvor	 in	den	Hairpin	 invadierte	
Sonden-DNA	 –	 von	 der	 Helikase	 aufgeschmolzen	 wird	 und	 die	





Um	 die	 vorhergesagte	 Sekundärstruktur	 der	 Templat-RNA,	 also	
der	5’-UTR	von	VP35,	zu	validieren,	wurde	ein	Probing	durchge-






Im	Gelbild	 (Abbildung	 111:	 Probinggel	 des	 RNA-Templats.	 15	%	
denaturierendes	 PAA-Gel.	 Von	 links	 nach	 rechts:	 Kontrolle,	
unbehandelte	 RNA;	 OH-Leiter;	 Pb-Spaltung;	 T1-Verdau	 unter	
nativen	 Bedingungen;	 T1-Verdau	 unter	 denaturierenden	 Bedin-































































































































Abbildung	 111:	 Probinggel	 des	 RNA-










RNA.Abbildung	 111)	 sind	 die	 Bereiche	 markiert,	 die	 laut	 der	
bioinformatischen	 Vorhersage	 doppel-	 bzw.	 einzelsträngig	 sind.	
Das	Bandenmuster	der	Bleispaltung	ist	aber	gerade	im	Bereich	der	
ersten	 etwa	 25	 Nukleotide	 nicht	 eindeutig.	 Blei	 spaltet	 einzel-
strängige	 RNA.	 So	würde	man	 bei	 den	Nukleotiden	 8	 bis	15	 ein	
deutliches	 Spaltungsmuster	 erwarten,	 und	 in	 den	Bereichen	 der	
Nukleotide	1	bis	7	und	16	bis	22	keine	Spaltprodukte.	Die	Banden	
ab	dem	Nukleotid	23	werden	etwas	stärker,	wie	man	es	auch	er-
warten	 würde	 (vgl.	 Abbildung	 112),	 da	 hier	 der	 vorhergesagte	





3	 und	 7	 unter	 nativen	 Bedingungen	deutet	 jedoch	 auch	 auf	 den	
vorhergesagten	doppelsträngigen	Bereich	am	5‘-terminalen	Ende	
hin.	


























induziert	 in	 den	 Zellen	 die	 Apoptose.	 Dem	 vermuteten	
Wirkmechanismus	 über	 die	 Hemmung	 des	 Mevalonatwegs	




In	 einem	 Dual-Luziferase-Assay	 (DLA)	 wurde	 der	 Effekt	 einer	
Hemmung	 der	 Helikase	 eIF4A	 durch	 Silvestrol	 auf	 die	
Translationseffizienz	 des	 Proto-Onkogens	 Pim-1	 untersucht.	 Es	
zeigte	 sich	 eine	 starke	 Reduktion	 der	 Translationseffizienz	 von	
Pim-1,	 die	 DLA-Konstrukte	 der	 ebenfalls	 untersuchten	





SILVESTROL	 ZEIGT	 KEINEN	 EINFLUSS	 AUF	 G-
QUADRUPLEXE	
Auf	die	untersuchten	G-Quadruplexe	von	Zic-1	zeigt	die	Hemmung	
von	 eIF4A	 keinen	 Einfluss.	 Die	 Translationseffizienz	 unter	
Silvestrolgabe	 ist	 bei	 einem	 mutierten,	 nicht	 funktionalen,	 G-
Quadruplex	vergleichbar	mit	dem	intakten	G-Quadruplex.	
STRESSINDUZIERTE	 RESISTENZ	 VON	 PIM-1	 GEGEN	
SILVESTROL	
Unter	 Tunicamycin	 induziertem	 ER-Stress,	 konnte	 auf	 Protein-
ebene	 eine	 Unempfindlichkeit	 gegenüber	 Silvestrol	 in	 HepG2-
Zellen	 beschrieben	 werden.	 Der	 zuvor	 beobachtete	 Effekt	 auf	
Pim-1	verschwand;	da	eine	bereits	beschriebene	IRES-Struktur	von	














Die	 Ergebnisse	 aus	 DLAs	mit	 Konstrukten	 verschiedener,	 modi-







Es	wurden	 die	5‘-UTRs	 verschiedener	 anderer	 Viren	 untersucht,	
u.a.	 HCoV-229E,	 MERS-CoV,	 HRV-A1	 und	 PV.	 Auch	 wenn	 die	
Wirkung	im	DLA,	methodisch	bedingt,	nur	bei	Cap-abhängig	trans-





Die	 zytotoxischen	 Effekte	 wurden	 in	 verschiedenen	 Zelllinien	
untersucht	und	die	toxischen	Effekte	entsprechend	charakterisiert.	
Es	wurden	 die	 Zellviabilität,	 -toxizität	 und	 Caspase	3/7-Aktivität	





sowohl	 PBMCs	als	 auch	Makrophagen	 ausgewählt.	 Bei	 Letzteren	













Zur	 weiteren	 Optimierung	 des	 Testverfahrens	 neuer	
Verbindungen,	wurde	 ein	 erweiterter	DLA	vorgestellt.	Durch	die	
Verwendung	 eines	 siRNA-vermittelten	 eIF4A-Knockdowns,	






angepasst	 und	 etabliert	 werden.	 Nachdem	 erste	 Versuche	 nicht	









Eigenschaften	 für	 eine	 eIF4A-Abhängigkeit	 bei	 den	untersuchten	
5‘-UTRs	gegeben	werden.	Weiterführende	Untersuchungen	sollten	






weit	 vielversprechenderer	 Ansatz	 ist	 hier	 ein	 High-Throughput	
Screening	 mit	 Hilfe	 des	 vorgestellten	 DLAs	 oder	 auch	 dessen	
erweiterter	 Variante.	 Eine	 mögliche	 Kooperation	 mit	 dem	
Fraunhofer	IME	ScreeningPort	in	Hamburg	ist	denkbar.	
VEREINFACHTE	TESTS	AUF	EIF4A-EFFEKTE	
Hierzu	 sind	 neben	 den	 vorgestellten	 DLAs	 auch	 die	 Etablierung	
eines	 funktionierenden	 Helikase-Assays	 notwendig.	 Dieser	
ermöglicht	 die	 Untersuchung	 von	 Substanzen,	 ohne	 dabei	 auf	
zeitintensive	Zellkulturarbeiten	angewiesen	zu	sein.	
KRISTALLSTRUKTUR	VON	SILVESTROL	UND	EIF4A	
Die	 Cokristallisation	 von	 eIF4A	mit	 Silvestrol	wird	 Erkenntnisse	


















































































































































































































































































































































































Fragment.FOR  (740 .. 783)
Vector.REV  (741 .. 779)
CSFV 5' UTR
Vector.FOR  (1113 .. 1158)







































Met Glu Asp Ala Lys Asn Ile Lys Lys Gly Pro Ala Pro







Primer Length Binding Sites Tm
✓ Fragment.FOR 44-mer 740 .. 783 73°C
/sequence = CCCTGCAGCGACCCGCTTAAgtatacgaggttagctcgtcctcg
59% GC  /  13.444,7 Da
✓ Vector.REV 39-mer 741 .. 779 70°C
/sequence = gacgagctaacctcgtatacTTAAGCGGGTCGCTGCAGG
56% GC  /  12.032,9 Da
✓ Vector.FOR 46-mer 1113 .. 1158 69°C
/sequence = atctctgctgtacatggcacATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAA
41% GC  /  14.177,3 Da
✓ Fragment.REV 38-mer 1115 .. 1152 69°C
/sequence = ATGTTTTTGGCGTCTTCCATgtgccatgtacagcagag
















HCV IRES Renilla luciferase



















5' UTR 3' UTR
CSFV Paderporn strain complete genome
12.296 bp
pFR+GP_Ffwd  (740 .. 784)
pFR+GP_Vrev  (741 .. 779)
pFR+GP_Vfwd  (879 .. 927)
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Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR+GP_Ffwd 45-mer 740 .. 784 72°C
/sequence = CCCTGCAGCGACCCGCTTAAgatgaagattaagccgacagtgagc
56% GC  /  13.849,0 Da
✓ pFR+GP_Vrev 39-mer 741 .. 779 70°C
/sequence = ctgtcggcttaatcttcatcTTAAGCGGGTCGCTGCAGG
54% GC  /  11.980,8 Da
✓ pFR+GP_Vfwd 49-mer 879 .. 927 68°C
/sequence = tattgtggggcaacaacacaATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGG
41% GC  /  15.231,0 Da
✓ pFR+GP_Frev 37-mer 882 .. 918 69°C
/sequence = ATGTTTTTGGCGTCTTCCATtgtgttgttgccccaca










HCV IRES Renilla luciferase

























pFR+GP_HPVP24_Ffwd  (720 .. 751)
pFR+GP_HPVP24_Vrev  (728 .. 759)
pFR+GP_HPVP24_Vfwd  (815 .. 865)

































Met Glu Asp Ala Lys Asn Ile Lys Lys Gly Pro Ala Pro
GP 5'-UTR firefly luciferase
gaaggatattgtggggcaacaacacaATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGGCCCGGCGCCA
cttcctataacaccccgttgttgtgtTACCTTCTGCGGTTTTTGTATTTCTTTCCGGGCCGCGGT
Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR+GP_HPVP24_Ffwd 32-mer 720 .. 751 75°C
/sequence = TGGCCTCGAACACCGAGCGACCCTGCAGCGAC
69% GC  /  9765,3 Da
✓ pFR+GP_HPVP24_Vrev 32-mer 728 .. 759 73°C
/sequence = TTAAGCGGGTCGCTGCAGGGTCGCTCGGTGTT
63% GC  /  9919,5 Da
✓ pFR+GP_HPVP24_Frev 41-mer 814 .. 854 64°C
/sequence = aaaacaaataatctaagagagatgaagaatgcctcttgggg
37% GC  /  12.747,4 Da
✓ pFR+GP_HPVP24_Vfwd 51-mer 815 .. 865 67°C
/sequence = cccaagaggcattcttcatctctcttagattatttgttttccagagtaggg









Haipin GP firefly luciferase
HCV IRES Renilla luciferase
















HCV IRES Renilla luciferase











































HCV IRES Renilla luciferase

























Fragment.FOR  (740 .. 798)
Vector.REV  (741 .. 779)
Vector.FOR  (1032 .. 1079)
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Primer Length Binding Sites Tm
✓ Fragment.FOR 59-mer 740 .. 798 70°C
/sequence = CCCTGCAGCGACCCGCTTAAACTTAAGTACCTTATCTATCTACAGATAGAAAAGTTGCT
42% GC  /  18.032,8 Da
✓ Vector.REV 39-mer 741 .. 779 66°C
/sequence = GATAGATAAGGTACTTAAGTTTAAGCGGGTCGCTGCAGG
46% GC  /  12.151,0 Da
✓ Fragment.REV 49-mer 1023 .. 1071 68°C
/sequence = ATGTTTTTGGCGTCTTCCATTAGGAACAGTTACTGGTTTCCACAAAGAC
41% GC  /  15.051,9 Da
✓ Vector.FOR 48-mer 1032 .. 1079 65°C
/sequence = GAAACCAGTAACTGTTCCTAATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAG










HCV IRES Renilla luciferase



















pFR_HCV_xb seqPrimer  (701 .. 721)
Fragment.FOR  (740 .. 783)
Vector.REV  (741 .. 779)
Vector.FOR  (1075 .. 1122)
Fragment.REV  (1074 .. 1114)




















































Primer Length Binding Sites Tm
✓ Fragment.FOR 44-mer 740 .. 783 73°C
/sequence = CCCTGCAGCGACCCGCTTAAggtctctctggttagaccagatct
57% GC  /  13.419,7 Da
✓ Vector.REV 39-mer 741 .. 779 72°C
/sequence = ctggtctaaccagagagaccTTAAGCGGGTCGCTGCAGG
59% GC  /  12.057,9 Da
✓ Fragment.REV 41-mer 1074 .. 1114 70°C
/sequence = ATGTTTTTGGCGTCTTCCATctctctccttctagcctccgc
51% GC  /  12.362,0 Da
✓ Vector.FOR 48-mer 1075 .. 1122 69°C
/sequence = cggaggctagaaggagagagATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAG










HCV IRES Renilla luciferase
























Fragment.FOR  (740 .. 786)
Vector.REV  (741 .. 779)
Vector.FOR  (1331 .. 1379)

















































Met Glu Asp Ala Lys
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Primer Length Binding Sites Tm
✓ Fragment.FOR 47-mer 740 .. 786 72°C
/sequence = CCCTGCAGCGACCCGCTTAAcccaatgggtgttgtactctgttattc
53% GC  /  14.332,3 Da
✓ Vector.REV 39-mer 741 .. 779 72°C
/sequence = agagtacaacacccattgggTTAAGCGGGTCGCTGCAGG
56% GC  /  12.081,9 Da
✓ Fragment.REV 63-mer 1308 .. 1370 66°C
/sequence = ATGTTTTTGGCGTCTTCCATgatgccaatatatatcaatatatatattgtcaccataagcaat
30% GC  /  19.317,7 Da
✓ Vector.FOR 49-mer 1331 .. 1379 64°C
/sequence = tattgatatatattggcatcATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGG










HCV IRES Renilla luciferase




















pFR+L_Ffwd  (740 .. 790)
pFR+L_Vrev  (741 .. 779)
pFR+L_Vfwd  (820 .. 867)
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Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR+L_Ffwd 51-mer 740 .. 790 71°C
/sequence = CCCTGCAGCGACCCGCTTAAgaggaagattaagaaaaactgcttattgggt
47% GC  /  15.756,3 Da
✓ pFR+L_Vrev 39-mer 741 .. 779 67°C
/sequence = agtttttcttaatcttcctcTTAAGCGGGTCGCTGCAGG
46% GC  /  11.945,8 Da
✓ pFR+L_Frev 50-mer 810 .. 859 67°C
/sequence = ATGTTTTTGGCGTCTTCCATttaatatcaagaggaagaatttcaactgct
34% GC  /  15.379,1 Da
✓ pFR+L_Vfwd 48-mer 820 .. 867 64°C
/sequence = attcttcctcttgatattaaATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAG










HCV IRES Renilla luciferase

























Fragment.FOR  (740 .. 792)
Vector.REV  (739 .. 779)
Vector.FOR  (1018 .. 1065)
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Primer Length Binding Sites Tm
✓ Vector.REV 41-mer 739 .. 779 70°C
/sequence = ccaagctattcacttaaatcTTAAGCGGGTCGCTGCAGGGT
49% GC  /  12.600,2 Da
✓ Fragment.FOR 53-mer 740 .. 792 71°C
/sequence = CCCTGCAGCGACCCGCTTAAgatttaagtgaatagcttggctatctcacttcc
49% GC  /  16.178,5 Da
✓ Vector.FOR 48-mer 1018 .. 1065 70°C
/sequence = gtggcaattcggggcacatcATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAG
46% GC  /  14.909,8 Da
✓ Fragment.REV 40-mer 1018 .. 1057 71°C
/sequence = ATGTTTTTGGCGTCTTCCATgatgtgccccgaattgccac










HCV IRES Renilla luciferase



















pFR+NP_Ff  (740 .. 801)
pFR+NP_Vr  (741 .. 779)
pFR+NP_Vf  (1154 .. 1202)
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(in frame with NP)









Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR+NP_Ff 62-mer 740 .. 801 69°C
/sequence = CCCTGCAGCGACCCGCTTAAgaggaagattaataattttcctctcattgaaatttatatcgg
40% GC  /  19.025,5 Da
✓ pFR+NP_Vr 39-mer 741 .. 779 65°C
/sequence = gaaaattattaatcttcctcTTAAGCGGGTCGCTGCAGG
44% GC  /  11.996,9 Da
✓ pFR+NP_Fr 43-mer 1151 .. 1193 68°C
/sequence = ATGTTTTTGGCGTCTTCCATactcggaattttgtgattccgag
42% GC  /  13.211,6 Da
✓ pFR+NP_Vf 49-mer 1154 .. 1202 66°C
/sequence = ggaatcacaaaattccgagtATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGG










HCV IRES Renilla luciferase


























pFR+NP_NheI_Mutfwd  (740 .. 801)
NheI  (776)
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Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR+NP_NheI_Mutfwd 62-mer 740 .. 801 70°C
/sequence = ccctgcagcgacccgcttaagaggaagattaattaagctagcctcattgaaatttatatcgg
44% GC  /  19.084,5 Da
✓ pFR+NP_NheI_Mutrev 62-mer 740 .. 801 71°C
/sequence = ccgatataaatttcaatgaggctagcttaattaatcttcctcttaagcgggtcgctgcaggg















HCV IRES Renilla luciferase


























pFR+NP_del3'HP_rev  (1089 .. 1126)
pFR+NP_del3'HP_fwd  (1127 .. 1155)
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Met Glu Asp Ala Lys Asn Ile Lys Lys Gly Pro Ala Pro Phe Tyr







Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR+NP_del3'HP_rev 38-mer 1089 .. 1126 60°C
/sequence = aatttgtcttttaactatttccaatgttttaccccaag
29% GC  /  11.542,6 Da
✓ pFR+NP_del3'HP_fwd 29-mer 1127 .. 1155 60°C
/sequence = ATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGG
38% GC  /  9019,0 Da
NP del 5'HP + del 3'HP
6398 bp
EZIRALUCRIC Renumber base 5273to base +1
5273
firefly luciferase






















EZIRALUCRIC Renumber base 5664to base +1
5664
firefly luciferase
HCV IRES Renilla luciferase







HCV IRES Renilla luciferase
AmpR ori HSV TK promoter
pFR_HCV_xb+NP-delHP
6422 bp
pFR+NP_HPdelrev  (741 .. 759)







































Met Glu Asp Ala Lys Asn Ile
NP 5'-UTR firefly luciferase
gaaatagttaaaagacaaattgctcggaatcacaaaattccgagtATGGAAGACGCCAAAAACAT
ctttatcaattttctgtttaacgagccttagtgttttaaggctcaTACCTTCTGCGGTTTTTGTA
Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR+NP_HPdelrev 19-mer 741 .. 759 60°C
/sequence = TTAAGCGGGTCGCTGCAGG
63% GC  /  5884,9 Da
✓ pFR+NP_HPdelfwd 49-mer 760 .. 808 59°C
/sequence = tcattgaaatttatatcggaatttaaattgaaattgttactgtaatcac
22% GC  /  15.081,0 Da
pFR_HCV_xb+NP-delHP_circ
6422 bp
EZIRALUCRIC Renumber base 5664to base +1
5664
firefly luciferase
HCV IRES Renilla luciferase







HCV IRES Renilla luciferase
















HCV IRES Renilla luciferase

























pFR_HCV_xb seqPrimer  (701 .. 721)
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20 25 30 35







40 45 50 55 60





65 70 75 80





85 90 95 100





105 110 115 120 125





130 135 140 145





150 155 160 165





170 175 180 185 190





195 200 205 210





215 220 225 230





235 240 245 250 255





260 265 270 275





280 285 290 295





300 305 310 315 320





325 330 335 340





345 350 355 360





365 370 375 380 385





390 395 400 405





410 415 420 425





430 435 440 445 450





455 460 465 470





475 480 485 490





495 500 505 510 515





520 525 530 535






Ile Leu Ile Lys Ala Lys Lys Gly Gly Lys Ile Ala Val *





























Met Thr Ser Lys Val Tyr Asp Pro Glu Gln Arg Lys Arg




15 20 25 30 35





40 45 50 55





60 65 70 75





80 85 90 95 100





105 110 115 120





125 130 135 140





145 150 155 160 165





170 175 180 185





190 195 200 205





210 215 220 225 230





235 240 245 250





255 260 265 270





275 280 285 290 295


















































Ala Ala Phe Cys Leu Pro Val Phe Ala
25 30 35





40 45 50 55





60 65 70 75





80 85 90 95 100





105 110 115 120





125 130 135 140





145 150 155 160 165





170 175 180 185





190 195 200 205





210 215 220 225 230





235 240 245 250





255 260 265 270





























































Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR_HCV_xb seqPrimer 21-mer 701 .. 721 56°C
/sequence = catattaaggtgacgcgtgtg
48% GC  /  6501,3 Da
✓ pFR_HCV_xb universal rev 21-mer 880 .. 900 56°C
/sequence = CCAGGGCGTATCTCTTCATAG
52% GC  /  6397,2 Da

pFR_HCV_xb seqPrimer  (701 .. 721)
Fragment.FOR  (740 .. 778)
Vector.REV  (741 .. 779)
Vector.FOR  (897 .. 944)
Fragment.REV  (905 .. 936)
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Primer Length Binding Sites Tm
✓ Fragment.FOR 39-mer 740 .. 778 74°C
/sequence = CCCTGCAGCGACCCGCTTAAccctttactcctggctgcg
64% GC  /  11.791,6 Da
✓ Vector.REV 39-mer 741 .. 779 75°C
/sequence = ccgcagccaggagtaaagggTTAAGCGGGTCGCTGCAGG
64% GC  /  12.147,9 Da
beta-globin rev 38-mer 747 .. 759 48°C
/sequence = acacagttgtgtcagaagcaaatgtTTAAGCGGGTCGC
47% GC  /  11.766,7 Da
✓ Vector.FOR 48-mer 897 .. 944 74°C
/sequence = tagcctcctgccccgcggcgATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAG
54% GC  /  14.782,7 Da
✓ Fragment.REV 32-mer 905 .. 936 73°C
/sequence = ATGTTTTTGGCGTCTTCCATcgccgcggggca
59% GC  /  9814,4 Da
beta-globin fwd 43-mer 917 .. 934 54°C
/sequence = tcactagcaacctcaaacagacaccATGGAAGACGCCAAAAAC










HCV IRES Renilla luciferase





















Pim-1 mRNA Variante 1 (NM_001243186.1)
2751 bp
Fragment.FOR  (775 .. 819)
Vector.REV  (773 .. 814)
Vector.FOR  (1517 .. 1564)
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Primer Length Binding Sites Tm
✓ Vector.REV 42-mer 773 .. 814 69°C
/sequence = caaccccagagctgttttaaGGTGGCTTTACCAACAGTACCG
50% GC  /  12.858,4 Da
✓ Fragment.FOR 45-mer 775 .. 819 69°C
/sequence = GTACTGTTGGTAAAGCCACCttaaaacagctctggggttgtaccc
49% GC  /  13.836,0 Da
✓ Fragment.REV 56-mer 1501 .. 1556 66°C
/sequence = ATGTTTTTGGCGTCTTCCATtatgatacaattgtctgattgaaataactgttgaaa
30% GC  /  17.262,4 Da
✓ Vector.FOR 48-mer 1517 .. 1564 64°C
/sequence = aatcagacaattgtatcataATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAG










HCV IRES Renilla luciferase



















5' UTR stem-loop X
Poliovirus 1 Type Mahoney
7440 bp

pFR+VP24_Ffwd  (740 .. 789)
pFR+VP24_Vrev  (741 .. 779)
pFR+VP24_Vfwd  (1200 .. 1238)
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Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR+VP24_Ffwd 50-mer 740 .. 789 71°C
/sequence = CCCTGCAGCGACCCGCTTAAgatgaagattaatgcggaggtctgataaga
50% GC  /  15.468,1 Da
✓ pFR+VP24_Vrev 39-mer 741 .. 779 70°C
/sequence = cctccgcattaatcttcatcTTAAGCGGGTCGCTGCAGG
54% GC  /  11.909,8 Da
✓ pFR+VP24_Frev 41-mer 1199 .. 1239 68°C
/sequence = ATGTTTTTGGCGTCTTCCATggttttttctcaggtcttgct
41% GC  /  12.542,2 Da
✓ pFR+VP24_Vfwd 39-mer 1200 .. 1238 67°C
/sequence = gcaagacctgagaaaaaaccATGGAAGACGCCAAAAACA










HCV IRES Renilla luciferase


























pFR+VP24_HPGP_Ffwd  (720 .. 751)
pFR+VP24_HPGP_Vrev  (728 .. 759)
pFR+VP24_HPGP_Vfwd  (777 .. 822)
















































1 5 10 15
Met Glu Asp Ala Lys Asn Ile Lys Lys Gly Pro Ala Pro Phe Tyr Pro Leu Glu
VP24 5'-UTR firefly luciferase
gagaaaaaaccATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGGCCCGGCGCCATTCTATCCGCTGGAA
ctcttttttggTACCTTCTGCGGTTTTTGTATTTCTTTCCGGGCCGCGGTAAGATAGGCGACCTT
Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR+VP24_HPGP_Ffwd 32-mer 720 .. 751 75°C
/sequence = TGGCCTCGAACACCGAGCGACCCTGCAGCGAC
69% GC  /  9765,3 Da
✓ pFR+VP24_HPGP_Vrev 32-mer 728 .. 759 73°C
/sequence = TTAAGCGGGTCGCTGCAGGGTCGCTCGGTGTT
63% GC  /  9919,5 Da
✓ pFR+VP24_HPGP_Frev 43-mer 774 .. 816 65°C
/sequence = atagtactttgctaaaaggagatgaagattacgctcactgtcg
40% GC  /  13.289,7 Da
✓ pFR+VP24_HPGP_Vfwd 46-mer 777 .. 822 65°C
/sequence = cagtgagcgtaatcttcatctccttttagcaaagtactatttcagg









Hairpin VP24 firefly luciferase
HCV IRES Renilla luciferase
















HCV IRES Renilla luciferase










































HCV IRES Renilla luciferase

























pFR+VP30_Ffwd  (740 .. 805)
pFR+VP30_Vrev  (741 .. 779)
pFR+VP30_Vfwd  (961 .. 1008)
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Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR+VP30_Ffwd 66-mer 740 .. 805 68°C
/sequence = CCCTGCAGCGACCCGCTTAAgatgaagattaagaaaaaggtaatctttcgattatctttaatcttc
38% GC  /  20.269,3 Da
✓ pFR+VP30_Vrev 39-mer 741 .. 779 66°C
/sequence = cctttttcttaatcttcatcTTAAGCGGGTCGCTGCAGG
46% GC  /  11.905,8 Da
✓ pFR+VP30_Frev 54-mer 947 .. 1000 67°C
/sequence = ATGTTTTTGGCGTCTTCCATttaaaagttgtctccactcactgtttaaatttct
33% GC  /  16.473,8 Da
✓ pFR+VP30_Vfwd 48-mer 961 .. 1008 65°C
/sequence = tgagtggagacaacttttaaATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAG










HCV IRES Renilla luciferase

























pFR+VP35_Ffwd  (740 .. 791)
pFR+VP35_Vrev  (741 .. 779)
pFR+VP35_Vfwd  (837 .. 884)


























1 5 10 15
Met Glu Asp Ala Lys Asn Ile Lys Lys Gly Pro Ala Pro Phe Tyr Pro Leu Glu
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Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR+VP35_Ffwd 52-mer 740 .. 791 71°C
/sequence = CCCTGCAGCGACCCGCTTAAgatgaagattaaaaccttcatcatccttacgt
46% GC  /  15.851,4 Da
✓ pFR+VP35_Vrev 39-mer 741 .. 779 67°C
/sequence = tgaaggttttaatcttcatcTTAAGCGGGTCGCTGCAGG
46% GC  /  12.043,9 Da
✓ pFR+VP35_Frev 50-mer 827 .. 876 67°C
/sequence = ATGTTTTTGGCGTCTTCCATcttgttagaccagcttttcttttacattga
36% GC  /  15.270,0 Da
✓ pFR+VP35_Vfwd 48-mer 837 .. 884 67°C
/sequence = agaaaagctggtctaacaagATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAG










HCV IRES Renilla luciferase

























pFR+VP35_delHP rev  (741 .. 759)



















Met Glu Asp Ala
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Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR+VP35_delHP rev 19-mer 741 .. 759 61°C
/sequence = TTAAGCGGGTCGCTGCAGG
63% GC  /  5884,9 Da
✓ pFR+VP35_delHP_fwd 31-mer 760 .. 790 60°C
/sequence = atccttacgtcaattgaattctctagcactc
















HCV IRES Renilla luciferase

























pFR+VP35_stabHP_rev  (741 .. 777)























Met Glu Asp Ala Lys Asn Ile Lys Lys Gly Pro Ala Pro






15 20 25 30 35




Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR+VP35_stabHP_rev 37-mer 741 .. 777 67°C
/sequence = taatcttcatccttcatcTTAAGCGGGTCGCTGCAGG
49% GC  /  11.306,4 Da
✓ pFR+VP35_stabHP_fwd 48-mer 778 .. 825 67°C
/sequence = aaaccttcatccttcatcatccttacgtcaattgaattctctagcact






















HCV IRES Renilla luciferase

























pFR+VP40_Ffwd  (740 .. 788)
pFR+VP40_Vrev  (741 .. 779)
pFR+VP40_Vfwd  (829 .. 877)
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Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR+VP40_Ffwd 49-mer 740 .. 788 71°C
/sequence = CCCTGCAGCGACCCGCTTAAgatgaagattaagaaaaacctacctcggc
51% GC  /  15.012,8 Da
✓ pFR+VP40_Vrev 39-mer 741 .. 779 67°C
/sequence = ggtttttcttaatcttcatcTTAAGCGGGTCGCTGCAGG
46% GC  /  11.985,8 Da
✓ pFR+VP40_Frev 55-mer 814 .. 868 66°C
/sequence = ATGTTTTTGGCGTCTTCCATatttttaacaattttgctcaacgtttacaagatga
31% GC  /  16.860,1 Da
✓ pFR+VP40_Vfwd 49-mer 829 .. 877 64°C
/sequence = tgagcaaaattgttaaaaatATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGG










HCV IRES Renilla luciferase
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45 50 55 60













1 5 10 15
Met Ala Ser Lys Val Tyr Asp Pro Glu Gln Arg Lys Arg Met Ile Thr Gly Pro





20 25 30 35 40







45 50 55 60




pFR_HCV_xb seqPrimer  (701 .. 721)
Fragment.FOR  (740 .. 773)
Vector.REV  (740 .. 779)
Vector.FOR  (824 .. 862)
Fragment.REV  (829 .. 863)
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Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR_HCV_xb seqPrimer 21-mer 701 .. 721 56°C
/sequence = catattaaggtgacgcgtgtg
48% GC  /  6501,3 Da
✓ Vector.REV 40-mer 740 .. 779 79°C
/sequence = gcggacgcggtctcggcggtTTAAGCGGGTCGCTGCAGGG
73% GC  /  12.467,1 Da
✓ Fragment.FOR 34-mer 740 .. 773 75°C
/sequence = CCCTGCAGCGACCCGCTTAAaccgccgagaccgc
71% GC  /  10.303,7 Da
✓ Vector.FOR 39-mer 824 .. 862 75°C
/sequence = acacccgccgccagctcaccATGGAAGACGCCAAAAACA
59% GC  /  11.862,7 Da
✓ Fragment.REV 35-mer 829 .. 863 72°C
/sequence = ATGTTTTTGGCGTCTTCCATggtgagctggcggcg
57% GC  /  10.832,1 Da
FF_Luc1_seqfwd 20-mer 875 .. 894 62°C
/sequence = CGGCGCCATTCTATCCGCTG










HCV IRES Renilla luciferase






















beta actin hsa mrna
1852 bp
pFR_HCV_xb seqPrimer  (701 .. 721)
beta-globin rev  (747 .. 784)
beta-globin fwd  (785 .. 827)
FF_Luc1_seqfwd  (841 .. 860)





















Met Glu Asp Ala Lys Asn Ile Lys Lys Gly Pro Ala
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35 40 45 50






Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR_HCV_xb seqPrimer 21-mer 701 .. 721 56°C
/sequence = catattaaggtgacgcgtgtg
48% GC  /  6501,3 Da
✓ beta-globin rev 38-mer 747 .. 784 69°C
/sequence = acacagttgtgtcagaagcaaatgtTTAAGCGGGTCGC
47% GC  /  11.766,7 Da
✓ beta-globin fwd 43-mer 785 .. 827 69°C
/sequence = tcactagcaacctcaaacagacaccATGGAAGACGCCAAAAAC
47% GC  /  13.129,6 Da
✓ FF_Luc1_seqfwd 20-mer 841 .. 860 62°C
/sequence = CGGCGCCATTCTATCCGCTG
65% GC  /  6045,0 Da
✓ pFR_HCV_xb universal rev 21-mer 895 .. 915 56°C
/sequence = CCAGGGCGTATCTCTTCATAG
52% GC  /  6397,2 Da
ß-Globin
6081 bp
EZIRALUCRIC Renumber base 5298to base +1
5298
firefly luciferase
HCV IRES Renilla luciferase







HCV IRES Renilla luciferase









pFR+ß-Globin_3'HP_NP_rev  (786 .. 820)
pFR+ß-Globin_3'HP_NP_fwd  (821 .. 862)
3'-Hairpin NP










Met Glu Asp Ala
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Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR+ß-Globin_3'HP_NP_rev 35-mer 786 .. 820 68°C
/sequence = tgattccgagcggtgtctgtttgaggttgctagtg
51% GC  /  10.871,1 Da
✓ pFR+ß-Globin_3'HP_NP_fwd 42-mer 821 .. 862 64°C
/sequence = caaaattccgagtATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGG
38% GC  /  13.023,6 Da
ß-Globin + NP 3'HP
6105 bp
EZIRALUCRIC Renumber base 5286to base +1
5286
firefly luciferase
HCV IRES Renilla luciferase







HCV IRES Renilla luciferase









EZIRALUCRIC Renumber base 5298to base +1
5298
firefly luciferase
HCV IRES Renilla luciferase




pFR+ß-Globin-3'HPVP35_rev  (786 .. 819)
pFR+ß-Globin-3'HPVP35_fwd  (820 .. 860)
Hairpin VP35










Met Glu Asp Ala Lys
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Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR+ß-Globin-3'HPVP35_rev 34-mer 786 .. 819 65°C
/sequence = aatcttcatcggtgtctgtttgaggttgctagtg
44% GC  /  10.500,9 Da
✓ pFR+ß-Globin-3'HPVP35_fwd 41-mer 820 .. 860 65°C
/sequence = aaaaccttcatcATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGG
37% GC  /  12.654,4 Da








EZIRALUCRIC Renumber base 5298to base +1
5298
firefly luciferase
HCV IRES Renilla luciferase







HCV IRES Renilla luciferase










pFR+ß-Globin_5'HPVP35_rev  (741 .. 770)
pFR+ß-Globin-5'HPVP35_fwd  (771 .. 807)














Met Glu Asp Ala Lys
Hairpin VP35
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Primer Length Binding Sites Tm
✓ pFR+ß-Globin_5'HPVP35_rev 30-mer 741 .. 770 65°C
/sequence = taatcttcatcTTAAGCGGGTCGCTGCAGG
50% GC  /  9213,0 Da
✓ pFR+ß-Globin-5'HPVP35_fwd 37-mer 771 .. 807 65°C
/sequence = aaaccttcatcacatttgcttctgacacaactgtgtt
38% GC  /  11.233,4 Da








EZIRALUCRIC Renumber base 5298to base +1
5298
firefly luciferase
HCV IRES Renilla luciferase







HCV IRES Renilla luciferase




Amplify 788 .. 760 using:
beta-globin rev
beta-globin fwd
Dual-luc-IRES
6066 bp
